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ACDMUIACION INTENSIFICADA DE TREHALOSA EN LAS PLANTAS 

AMBITO DE LA INVENCION 

La invencion se refiere a un metodo para la produccion de 
trehalosa en celulas vegetales, y plantas . La invencion se refiere 
particularmente a un metodo para el aumento de los niveles de acumulacion 
de trehalosa en las plantas capaces de producir trehalosa. La invencion 
incluye ademas plantas mas complejas, pref erentemente Angiospermas , y las 
partes de estas, las cuales como resultado de tales metodos, contienen 
niveles de trehalosa relativamente altos. La invencion se refiere ademas a 
las celulas vegetales, las plantas o partes de estas segun la invencion 
obtenidas despues de procesar estas. 

ESTADO DE LA TECNICA 
Trehalosa es un nombre general dado al D-glucocel D-gluc6sido 
que incluye disacaridos basados en dos moleculas de glucosa enlazadas a-, 
a, fi- y fi- . Trehalosa, y especialmente a-trehalosa. 

1- (0-a-glucopiranosil) - 1 ' -0-a-D-glucopiranosa) es un disacarido muy 
extendido que aparece de forma natural. Sin embargo, la trehalosa no se 
encuentra generalmente en las plantas, aparte de algunas excepciones, tales 
como la especie de plantas Selaglnella lepldophylla (Pteridophyta) y 
Myrothamnus flahelli folia . Aparte de estas especies, la trehalosa se 
encuentra en modules de la raiz de la Leguminosae (Spermatophytae , 
Angiospermae) , en donde es sintetizada por bacteroides; y la trehalosa asi 
producida aqui es capaz de difundirse en las celulas de la raiz. Aparte de 
estos hechos accidentales , las especies de plantas que pertenecen a la 
SpexTTiatophyta aparentemente carecen de la facultad de producir y/o acumular 
trehalosa . 

En la solicitud de la patente Internacional WO-95/01446, 
registrada el 30 de Junio de 1994 bajo el nombre de MOGEN International NV, 
se describe un metodo para proporcionar a las plantas, que no son natural - 
mente capaces de producir trehalosa, la capacidad de hacerlo. El metodo 
consta de la introducci6n en las c61ulas o en dichas plantas un polinucleo- 
tido recombinante codificando la sintasa de fosfato de trehalosa bajo el 
control de los elementos reguladores necesarios para la expresion de la 
mencionada ADN recombinante en las c61ulas vegetales . En una realizacion las 
plantas del tabaco y de la patata han sido transf ormadas con un polinucleo- 
tido recombinante codificando TPS de la E. Coli, bajo el control del 
activador CaMV 3 5S ARN. Los niveles de acumulaci6n de trehalosa en estas 
plantas tienden a ser bastante bajos. 

A pesar de la ausencia de trehalosa como substrate en la mayoria 
las especies de plantas mas complejas, la presencia de actividad de 
dcion de la trehalosa ha sido registrada en un numero considerable de 
es de plantas mas complejas, incluyendo aquellas que se sabe que 
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tuberculos y micro- tiiberculos de Solanum tuberosum, 

Segun otro aspecto de la invenci6n, las plantas son cultivadas 
in vitro, por ejemplo en hidrocult ivos . 

Segun otra ejecuci6n preference, el mencionado inhibidor de la 
trehalasa incluye validamycin A en forma adecuada para la absorcion por 
dichas celulas vegetales, pref erentemente en una concentraci6n entre 100 nM 
y 10 mM, pref erentemente entre 0,1 y 1 mM, en soluciones acuosas , 

La inhibicion de trehalasa mencionada la cual es igualmente 
adecuada, puede formarse mediante la transf ormacion de dicha planta con el 
gen de sentido opuesto al gen que codifica la inf ormacion para la trehalasa. 

Tai-.bien es adecuado para el inhibidor de la trehalasa la 
proteina 86 kD de la cucaracha americana {Periplaneta americana) , Esta 
proteina puede ser administrada a la planta de forma adecuada para la 
absorcion, y tambien es posible que las plantas se transformen con ADN 
15 codificando para dicha proteina. 

La invencion adem^s proporciona las plantas y las partes de las 
plantas que acumulan trehalosa en cantidades por encima de 0,01% (peso en 
fresco) , preferiblemente de especies de Solanaceae, y en particular Soian- 
tuberosum o Nicotiana tabacum, en particular un micro- tuberculo de Soi " 
20 tuberosum que contiene trehalosa. 

La invencion tambien incluye la utilizacion de una planta 
parte de la planta, segun la invencion para la extraccion de la trehalosa, 
asi como la utilizaci6n de la misma en un proceso de extraccion forzosa de 
agua de la mencionada planta o parte de la planta. Segun otra incorporacion 
25 de la invencion, se proporciona un gen expresible de la planta quimerica, 
que incluye en una secuencia una regi6n de iniciacion de la transcripcion 
que se obtiene del gen, pref erentemente expresado en una parte de la planta, 
particularmente el gen patatin de Solanum tuberosum, un xndice de 5 ' no 
traducido, un marco de lectura abierta codificando una actividad de la 
30 sintasa de fosfato de trehalosa, y m^s abajo del mencionado marco de lectura 
abierta, una region limitadora transicional . 

Segun otra ejecuci6n de la invenci6n, se proporciona un gen expresible 
de la planta quimerica, que incluye en secuencia una regi6n de iniciacion 
de la transcrippion que se obtiene del gen, pref erentemente expresado en una 
35 parte de la planta, particularmente el gen patatin de Solanum tuberosum, un 
indice de 5' no traducido, un marco de lectura abierta que codificao una 
trehalasa unida en la orientacion sin sentido, y mas abajo del mencionado 
marco de lectura abierta, una region limitadora transicional. 
Un gen expresible de la planta preferente segun la invencion, es uno en el 
cual dicha region limitadora transcripcional se obtiene del gen inhibidor- II 
de la proteinasa del Solanum tuberosum. La invencion tambien proporciona 
^ ^""^ genomas de plantas recombinantes que incluyen un gen expresible 
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de la planta quim^rica segun la invenci6n, as! como una c61ula vegetal que 
posee un genoir.a recombinante , una planta o parte de la misma, comprendiendo 
esencialmente celulas. Una especie mas de plantas preferentes segun este 
aspecto es Solaniun tuberosum, y vin micro- tubSrculo del mismo. 

La invenci6n proporciona ademfis un prooeso para la obtencion de 
trehalosa, que incluye los pasos de creoimiento de las c61ulas vegetales 
segun la invenci6n o cultivando una planta segun la invencion y extrayendo 
trehalosa de las celulas vegetales mencionadas, plantas o partes. 

Las siguientes figuras ilustran con mAs detalle la invencion. 

nR.qORTPCION DE LAS FIGURAS 
Fiaura 1 . Representacion esquematica del vector binario pMOG799. 
Fiqura 2 . Representaci6n esquemStica del vector binario pMOG845. 
Fiaura 3 . Representaci6n esquemStica de las partes de las vlas de acceso 
biosinteticas de la sacarosa y almid6n en tejidos internos de planta. La 
figura muestra que el carbohidrato producido en la hoja por fotosintesis es 
transportado a traves del tejido floema en forma de sacarosa. Al penetrtar 
en el interior es descargado por una actividad de la invertasa de enlace de 
membrana para dejar entrar a la glucosa monoazucar y fructosa. Estos 
monoazucares son convertidos en almidon y/o sacarosa por la accion de un 
numero de pasos enzimaticos como se muestra aproximadamente aqui . Los 
metabolites de la glucosa G6P y UDPG se cree que son empleados como los 
subestratos de la enzima TPS suministrados a la planta con la introduccion 
del gen otsA expresible. La figura muestra como la cantidad de UDPG y G6P 
disponible como substrato es aumentada por la reduccion de los niveles de 
las enzimas SPS y AGPase. Su inhibici6n est& marcada con una cruz. 
Fiaura 4 . Alineamientos para la maxima similitud del aminoacido de la 
trehalasa neutral de S. oere^^isiae con la trehalasa periplamatica de la E. 
Coli, trehalasa del intestine delgado del conejo y trehalasa del intestino 
medio pupal del guaano de seda, Bomnyx mori . Los residues id6nticos entre 
todas las enzimas de la trehalasa se indican en el tipo de letra italics 
negrita. Las regiones conservadas de las secuencias del aminoacido estaban 
alineadas para que coincidieran lo mejor posible. Los huecos en la secuencia 
del aminoacido estan indicados por flechas de puntos . 

nR.qCRIPCION DETALLAPA DE LA INVENCION 
segun la presente invenci6n se ha encontrado que la acumulacion 
de un nivel creciente de trehalosa en las plantas y partes de las plantas 
es posible, sin que cause efectos demasiado drasticos en la viabilidad de 
la planta o partes de la planta. Este descubrimiento importante puede ser 
-i^etaotado adaptando los sistemas de plantas para producir y/o acumular 
niv^ks altos de trehalosa a un precio m&s bajo. 
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Segun una ejecuci6n de la invencidn la acumulaci6n de los 
niveles crecientes de trehalosa se lleva a cabo inhibiendo trehalasas 
endfigenas. La inhibici6n de las trehalasas pueden llevarse a cabo basicamen- 
te de dos maneras : por la administraci6n de los inhibidores de la trehalasa 
de manera ex6gena, y por la producci6n de los inhibidores de la trehalasa 
de manera end6gena, por ejemplo transf ormando las plantas con secuencias de 
ADN codificando para los inhibidores de la trehalasa. 

Segun otra ejecuci6n de la invenci6n, los inhibidores de la 
trehalasa son administrados al sistema de la planta exogenamente . Algunos 
ejemplos de los inhibidores de la trehalasa que pueden ser utilizados en 
tales procesos segun la invencion son la trehazolina producida en Micromo- 
nospora. cepa SANK 62390 Ando et al., 1991, J Antibiot. 44, 1165-1168, 
validoxilamina A, B, G, D gluco Dihidrovalidoxilamina A, L-ido-Dihidrovali- 
doxilamina A, Deoxinojirimicina, (Kameda et al.. 1987, J Antibiot. 40 (4), 
563-565), 5-epi-trehalozina (Trehalostarina) (Kobayashi Y. etal., 1994, J. 
Antibiot. 47, 932-938) y castanospermina <Salleh H.M. & Hone)c J.F. Marzo 
1990, FEES 262 (2), 359-362) y la protelna 86kD de la cucaracha americana 
fPeripIaneta americana) (Hayakawa et al.. 1989, J. Biol. Chem. 261 (27), 
16165-16169) . Un inhibidor de la trehalasa preferente segun la invencion es 
validamicina A (1, 5, 6-trideoxi-3-0-S-D-glucopiranosil-5- (hidroximetil) -l- 
[[4, 5, 6-trihidroxi-3-(hidroximentil)-2-ciclohexon-l-yl]-D-quiro-inositol) . 
Los' inhibidores de la trehalasa se administran a las plantas o partes de las - 
plantas, o cultivos de celulas vegetales, de forma adecuada para su 
absorci6n por las plantas, las partes o los cultivos. Tipicamente el 
inhibidor de la trehalasa esta en forma de soluci6n acuosa de entre 100 nM 
y 10 mM de ingrediente active, pref eriblemente entre 0,1 y l mM. Las 
soluciones acuosas se pueden aplicar a las plantas o partes de las plantas 
pulverizSndolas sobre las hojas, regando, anadiendolas al caldo de 
hidrocultivo, y otros por el estilo. Otra f6rmula adecuada de la validamici- 
na es solacol, una f6rmula de agricultura comercialmente disponible (Ta)ceda 

Chem. Indust., Tokio). 

Alternativamente, o adicionalmente del empleo de inhibidores de 
la trehalasa administrados ex6genamente, los inhibidores de la trehalasa 
pueden ser proporcionados introduciendo la informacion genetica, esto es, 
codificando. Una forma de dicho inhibidor incluido en la trehalasa puede 
consistir en un constructor genfetico que causa la producci6n de ARN el cual 
es suficientemente complementario a la codificaci6n ARN end6gena para la 
trehalasa como para que reaccione con la mencionada copia exacta endogena, 
inhibiendo asi la expresi6n de dicha copia exacta. El denominado "acerca- 
miento en sentido opuesto" es bien conocido en este abito (vide inter alia 
EP 0 240 208 A y por los Ejemplos para inhibir SPS expuestos en WO 
95/01446) . 
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Un gen que codif ica para la trehalasa se ha aislado de la cADN 
de la patata y se ha hecho secuencia. La secuencia pronosticada de 
aminoacidos de la trehalosa como se muestra en el NIS : 10 se deriva de la 
secuencia de nucleotides representada en el NIS: 9. Como bien se sabe en el 
campo biologico, las secuencias de aminoacidos de las enzimas equivalentes 
pueden diferir entre especies . Se subraya que la diferencia entre las 
secuencias conocidas de la trehalasa y la secuencia de la trehalasa de la 
planta hace muy cuestionable si tal secuencia de la trehalasa usada en un 
acercamiento en sentido opuesto es capaz de inhibir la expresion en la 
planta . 

Per supuesto la incorporacion mas preferida de la invencion se 
obtiene por la transf ormaci6n de una planta con el gen en sentido opuesto 
de la trehalasa el cual encaja exactamente con el gen endogeno de la 
trehalasa. Sin embargo, las secuencias que tienen un alto grado de similitud 
pueden ser tambien usadas . Por lo tanto, el gen en sentido opuesto de la 
trehalasa que se tiene que usar para la transf ormacion de la patata estara 
dirigido contra la secuencia de nucledtidos representada en el NIS: 9. 

Normalmente basta con expresar solo una parte del gen homologo 
en la orientacion en sentido opuesto, para llevar a cabo la inhibicion 
eficaz de la expresion de la trehalasa endogena (vide Van der Krol et al . , 
1990, Plant Molecular Biology, 14^ 457-466) . 

Las secuencias del gen de la trehalasa de otras plantas puede 
ser aclarado de dos maneras diferentes. Una de las estrategias es usar el 
clon aislado del cADN de la patata como un medidor para esconder el cADN que 
contiene el cADN de la especie de planta deseada . Los clones que reaccionan 
de manera positiva pueden ser aislados entonces y subclonados en vectores 
adecuados . 

Una segunda estrategia para identificar dichos genes es por la 
purificaci6n de las proteinas que forman parte de la degradaci6n de la 
trehalosa . 

Un ejemplo de dicha estrategia es la purificacion de una 
proteina con acido de actividad invertasa de la patata (Solanum tuberosum 
L.) tuberculos (Burch et al . , Phytochemistry , Vol. 31, No. 6, pp. 1901-1904, 
1992) . La preparaci6n de la proteina que se obtiene tambien presenta 
actividad hridrolizadora de la trehalosa. La actividad hidrolizadora de los 
disacaridos de las preparaciones de proteinas obtenidas despues de los pasos 
de la purificacion, puede ser monitorizada segiin lo describe Dahlqvist 
(Analytical Biochemistry 7, 18-25, 1964) . 

Despues de purificar la(s) proteina (s) con la actividad 
hidrolizadora de la trehalosa para la homogeneidad, se determina la 
secuencia N-terminal del aminoacido o la secuencia de los fragmentos 
infi^^^^^espues de la digesti6n de la proteina. Estas secuencias permiten 
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que los disefios de los medidores de oligonucle6tidos que se utilizan en una 
reaccion en cadena de pollmeros (PGR) o en experimentos de hibridacion, 
aislen las correspondientes mARN usando tecnicas estSndar de clonacion 
molecular. 

Un cADN aislado codif icando una enzima degradante de trehalosa 
esta por lo tanto fusionado a una secuencia de activador de tal manera que 
la transcripcion resulta como la sxntesis- de un mARN en sentido opuesto. 

Otra forma de dicho inhibidor incorporado de la trehalasa puede 
consistir de una construccion genetica que causa la produccion de una 
proteina que es capaz de inhibir la actividad de la trehalasa en las 
plantas. Un inhibidor protelnaco de la trehalasa se ha aislado y purificado 
del suero de las cucarachas americanas adultas descansando (Periplaneca 
americana) (Hayakawa et al., supra). Esta protexna, de la cual se ha 
descrito parcialmente su secuencia en dicha publicacion, puede hacerse 
expresable por el aislamiento del gen que codif ica para la protelna, la 
fusion del gen a un activador adecuado, y la transf ormacion de dicho gen 
fusionado en la planta de acuerdo a metodos biologicos moleculares estandar. 

Se pude seleccionar un activador de cualquier gen capaz de 
conducir la transcripcion en las c61ulas vegetales. 

Si la acumulacion de trehalosa solamente se quiere en ciertas 
partes de las plantas, tales como los tuberculos (mini-) de la patata, la 
construccion del ADN inhibidor de la trehalasa (por ejemplo, la construccion 
en sentido opuesto) incluye un fragmento del activador que pref erentemente 
se expresa en los (mini-) tuberculos, permitiendo que los niveles de 
trehalasa endogena en el resto de las celulas de la planta no sean afectados 
de manera signif icativa . De este modo, cualquier efecto negative de la 
trehalosa en las celulas vegetales vecinas debido a la difusion de la 
trehalosa, se contrarresta por la actividad de la trehalasa endogena que no 
est^ afectada en el resto de la planta. 

En el ejemplo que ilustra la invencion, donde la sintasa de 
fosfato de trehalosa se produce bajo el control del fragmento del activador 
del patatin, tambifin la construccidn inhibidora de la trehalasa puede 
incluir un fragmento del activador del gen del patatin. 

Habi^ndose hecho los cambios necesarios, si la trehalosa se 
tiene que acumular en el fruto deltomate, se tienen que utilizar tanto un 
gen de sintasa de fosfato de trehalosa expresible de la planta, el que es 
al menos expresado en el tomate, como una construccion de ADN inhibidora de 
la trehalasa expresible vegetal, que debe estar expresada pref erentemente 
en el fruto, y no pref erentemente, o no substancialmente , fuera del fruto. 
Un ejemplo de un fragmento del activador que puede usarse para conducir la 
expresi6n de las construcciones del ADN pref erentemente en el fruto del 
toma^._^4^ expuesto en EP 0 409 629 Al . Muchas modif icaciones de este 
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aspecto de la invencidn, que no se apartan de la finalidad de esta 
invencion, las estan concibiendo personas que tienen aptitudes normales en 
el campo de esta invenci6n, 

Un metodo alternative para bloquear la sintesis de la actividad 
enzimatica que no se desea, tal como la que es causada por la trehalasa 
end6gena es la introducci6n en el genoma de la muestra vegetal de una copia 
adicional del mencionado gen de trehalasa end6gena . Se observa a menudo que 
la presencia de una copia del transgen de un gen end6geno apaga la expresion 
tanto del gen endogeno como del transgen (EP 0 465 572 Al) . 

Segun una ejecuci6n de la invencion, la acumulacion de trehalosa 
es producida en plantas donde la capacidad de produccion de trehalosa ha 
sido incorporada por la introduccion de una construccion de gen expresible 
de la planta codif icando la sintasa de fosfato de trehalosa (TPS) . 

Se puede emplear cualquier gen de sintasa de fosfato de 
trehalosa bajo el control de elementos reguladores necesarios para la 
expresion del ADN en las celulas vegetales, bien especi f icamente o 
constitutivamente, siempre que este sea capaz de producir una actividad de 
sintasa de fosfato de trehalosa. Un marco de lectura abierta preferente 
segun la invencion es el que codifica una enzima TPS como se representa en 
NUMERO DE IDENTIFICACION DE SECUENCIA (NIS) : 2 . Se sabe bien que mas de una 
secuencia de ADN puede codif icar una enzima identica, lo cual es causado por 
la degeneracion del codigo genet ico. Si se desea, el marco de lectura 
abierta que codifica la actividad de sintasa de fosfato de trehalosa se 
puede adaptar al uso de codon en la muestra vegetal que elijamos, pero esto 
no es necesario. 

La secuencia del ^cido nucleico aislado representado por NIS: 
2, se puede usar para identificar las actividades de sintasa de fosfato de 
trehalosa en otros organismos y por lo tanto aislando y clonandolos, por la 
hibridacion del ADN de otras fuentes con un fragmento de ADN- o ARN que se 
obtiene del gen de E. Coli, Es preferible que dichas secuencias de ADN se 
protejan por hibridaci6n bajo unas condiciones mas o menos rigurosas (tales 
como temperatura y fuerza i6nica de la mezcla de hibridacidn) . Que las 
condiciones sean rigurosas o no, tambien depende de la naturaleza de la 
hibridacion, esto es ADN:ADN, ADN:ARN, ARN:ARN, asi como la longitud del 
fragmento mas corto de hibridacidn. Los que tienen cierta aptitud en este 
ambito son capaces de establecer un regimen de hibridacion lo suficiente 
riguroso como para aislar los genes TPS, mientras que se evita una 
hibridacion especxfica. A medida de que se va disponiendo de los genes 
relaccionados con la sintesis de la trehalosa de otras fuentes se hacen 
disponibles, estos pueden ser usados de manera similar para obtener un gen 
sintasa de fosfato de trehalosa expresible de la planta segun la 
rion - 
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Las fuentes para el aislamiento de las actividades de sintasa 
de fosfato de trehalosa incluyen micro-organismos (por ejemplo, bacterias, 
levadura, hongos) , plantas, animales, y otros por el estilo. Secuencias de 
ADN aisladas que codifican la actividad de fosfato de trehalosa de otras 
fuentes, se pueden usar igualmente en un metodo para la produccion de 
trehalosa segun la invenci6n. Como ejemplo, los genes para la produccion de 
trehalosa de la levadura se exponen en WO93/17093. 

La invencion tanibien incluye las secuencias de acido nucleico 
que se han obtenido modificando la secuencia de acido nucleico representada 
en NIS: 2 mutando uno o mas codones para que as! resulte en cambios de 
aminoScidos en la proteina codificada, siempre y cuando la mutacion de 
aminoScidos no anule enteramente la actividad de sintasa de fosfato de 
trehalosa . 

Segun otra ejecucion de la invenci6n, las plantas se cambian 
gengticamente para que se produzca y acumule trehalosa en partes especificas 
de la planta, las cuales se seleccionaron en base a consideraciones tales 
como disponibilidad del substrate para la enzima TPS. insensibilidad de la 
parte de la planta a cualquier efecto negative supuesto de la trehalosa en 
las celulas vegetales que funcionan, y otras por el estilo. Un emplazamiento 
preferente de la expresion de la enzima TPS son las partes de la planta de 
almacenamiento de almidon. Los micro-tuberculos de la patata en particular 
se consideran como partes adecuadas de las plantas. Se puede obtener de la 
region hacia arriba del marco de lectura abierta del gen del patatin de la 
patata {Solanuw tuberosum) un activador preferente para llevar a cabo la 
expresion selectiva de la enzima TPS en micro-tuberculos y tuberculos de la 
patata . 

Las plantas pueden ser adem^s modificadas introduciendo genes 
adicionales que codifican las fosfatasas las cuales son capaces de convert ir 
el fosfato de trehalosa en trehalosa. Por lo menos en los tuberculos o 
micro-tuberculos de las patatas, las hojas de la patata y en las hojas y 
ralces del tabaco, la actividad de la fosfatasa endogena parece estar 
presente, por lo tanto la introduccidn del gen de la fosfatasa de fosfato 
de trehalosa (TPP) no es completamente necesario. 

Segun otra ejecucion de la invenci6n. la acumulacion de 
trehalosa es ademas reforzada por la inhibicion de genes endogenos para que 
as! se refuerce la disponibilidad del substrato para la sintasa de fosfato 
de trehalosa, como se pone de ejemplo aqui con la inhibicion del gen de 
sintasa de fosfato de sacarosa end6geno y el gen pirof osf orilasa ADP-glucosa 
(AGP-asa) . La inhibicion de la actividad de la enzima end6gena no deseable 
se lleva a cabo de maneras diferentes, y la elecci6n de la misma no es 
para la invencidn. Pref erentemente, la inhibici6n del gen se lleva 
traves del llamado "acercaraiento en sentido opuesto" . Aqui se 
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expresa una secuencia de ADN la cual produce un ARN que por lo menos es 
parcialmente complementario al ARN que codifica la actividad enzimatica que 
se tiene que bloquear (por ejemplo, AGP-asa o SPS, (Sintasa de Fosfato de 
Sacarosa, en los ejemplos) . Es pref erible usar genes homologos en sentido 
opuesto porque estos son mas sensibles que los genes heter61ogos . El 
aislamiento de la patata de un gen SPS en sentido opuesto utilizando una 
secuencia de gen-SPS del maiz como medidor sirve para ilustrar la viabilidad 
de esta estrategia. No hace falta indicar que, para practicar la invencion 
se necesita el uso de fragmentos en sentido opuesto hom61ogos . Un metodo 
alternativo para bloquear la sintesis de actividades enzimaticas no 
deseables es la introducci6n en el genoma de la muestra vegetal de una copia 
adicional de un gen adicional presente en la muestra vegetal. A menudo se 
observa que dicha copia adicional de un gen silencia el gen endogeno: este 
efecto es mencionado en la bibliografia como el efecto co-supresivo, o co- 
supresion. Los detalles de la invencion de reforzar la disponibilidad del 
substrato se proporcionan en los Ejemplos de WO 95/01446, que aqui se 
incluyen en la referencia. 

Las muestras vegetales preferentes entre las sperwatophyta son 
las Angiospermae, notablemente las Dicotiledoneas , incluyendo entre otras 
las Solanaceae como una familia representante , y ' las MonocotiledoriGas , 
incluyendo entre otras las Gramineas como familia representante . Las plantas 
huesped adecuadas, como son definidas en el contexto de esta invencion, 
incluyen plantas (asi como tanODi^n partes y c^lulas de dichas plantas) y su 
progenie la cual ha sido modif icada gen^ticamente utilizando tecnicas de ADN 
recombinante para que causen o refuercen la producci6n de trehalosa en la 
planta deseada o en el organo de la planta; estas plantas se pueden utilizar 
directamente (por ejemplo: las especies de plantas que producen partes 
comestibles) en la invencidn o la trehalosa puede ser extraida y/o 
purif icada de dicho huesped. Los cultivos con partes comestibles de acuerdo 
a la invencion incluyen aquellas que tienen flores como la coliflor 
{Brassica oleracea) , alcachofas {Cynara scolyiuus) , frutas como la manzana 
{Malus, por ejemplo domes t icu s) , pl^tano (Musa, por ejemplo, acuminata), 
bayas (tales como la grosella, Ribes, por ejemplo rubrmn) , cerezas (tales 
como la cereza dulce, Prunus, por ejemplo avium), pepino {Cucumis, por 
ejemplo sativus) , uvas (Vitis, por ejemplo vinifera) , limon {Citrus limon) , 
melon [Cucumis melo) , nueces (tales como la nuez, Juglans, por ejemplo 
regia) cacahuetes, {Arachis Hypogeae) , naranja (Citrus, por ejemplo maxima) , 
melocoton (Prunus, por ejemplo per si ca) , pera {Pyra, por ejemplo communis) , 
pimiento {Solanum, por ejemplo capsicum), ciruela (Prunus, por ejemplo 
domestica) , fresa {Fragaria, por ejemplo moschata) , tomate {Lycopersicon, 
iemplo esculentum) , hojas, tales como la alfalfa {Medicago sativa) , col 
-mo Brassica oleracea) , endivias {Cichoreum, por ejemplo endivia) , 
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puerro {Allium porrum) . lechuga (Lactuca saCiva) . espinaca {Spinaciaolera- 
ceae) . tabaco (Nicotiana cabacum) , raices, tales como arruruz (Maranca 
arundinacea) . remolacha (BeCa vulgaris) , zanahoria (Caucus carota) , mandioca 
(Manihot escule.it). nabo {Brassica rapa) , rabano (i?aphanus sativus) . batata 
5 (Dioscorea esculenca) , batata {Ipomoea batatas) y semillas, tales como judia 
IPhaseolus vulgaris) . guisante (Pisum sativum) , soja (Glycin max) . trigo 
(Tritlcum aestivum) , cebada (Hordeum vulgare) , maiz (Zea mays) . arroz (Oryza 
sativa) . tub^rculos, tales como kohlrabi {Brassica oleraceae) . patata 
{Solanum tuberosum), y otros por el estilo. Las partes comestibles pueden 
10 conservarse secAndolas en presencia de niveles de trehalosa reforzados 
producidos dentro debido a la presencia de un gen de sintasa de fosfato de 
trehalosa expresible vegetal . 

El metodo de introducir el gen de sintasa de fosfato de 
trehalosa expresible vegetal, o cualquier otro gen con sentido o en sentido 
15 opuesto dentro de una c61ula vegetal recipiente no es crucial, siempre y 
cuando sea expresada en dicha c§lula vegetal, El uso de Agrotacteriu/n 
tumefaciens o Agrobacterium rhizogenes - se prefiere mediante transforma- 
cion, pero hay disponibles otros procedimientos para la introduccion del ADN 
en las celulas de las plantas . Los ejemplos son la transf ormaci6n de los 
20 protoplastos usando el m§todo de glicol calcio/polietileno, la micro- 
inyeccion por electroporosis y el bombardeo de particulas de ADN recubiertas 
(Potrykus, 1990, Bio/technol. 8, 535-542). Tambien se pueden utilizar las 
combinaciones de Agrobacteriu/n y el bombardeo de particulas revestidas. 
Tambien se pueden usar los protocolos de transf ormacion que incluyen otros 
25 vectores vivos ademSs de Agrobacteriuiii, tales como vectores viricos (por 
ejemplo del virus Mosaico de la Coliflor (CaMV) ) y o combinaciones de 
Agrobacterium y vectores viricos, una invecion que se menciona como 
agroinfeccion (Grimsley N. at el., 8 Enero 1987. Nature 325, 177-179). 
DespuSs de la selecci6n y/o protecci6n, los protoplastos, celulas o partes 
30 de la planta que hayan sido transf ormadas se regeneran en plantas enteras , 
usando metodos conocidos en este Smbito (Horsch ec el., 1985, Science 225, 
1229-1231) . 

El desarrollo de los sistemas de cultivo de tejidos reproduci- 
bles para los cultivos de monocotiledoneao , junto con los metodoa pnta la 
35 introduccion de material gen^tico en las celulas de las plantas ha 
facilitado la transf ormaci6n . Actualmente, los metodos preferentes para la 
transformacion de las especies de monocotiledoneas son el bombardeo de 
micro-proyectiles de "explants" o cSlulas en suspensi6n, y la absorcion 
directa de ADN o electroporosis (Shimamoto, et el., 1989, Nature 338, 274- 
40 276) . Las plantas transgenicas del maiz se han obtenido introduciendo el 
i-bar Streptomyces hygroscopicus . que codifica la f osf inotricina 
Lltranferasa (un enzima que inactiva la f osf inotricina herbicida) , 
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dentro de las celulas embriogfenicao lie un cultivo en suspensi6n de maiz por 
bombardeo de micro-proyeeeiles ( Gordon -Kamm, 1990, Plant Cell, 2, 603-618). 
Se ha informado de la introduccidn de material gen^tico en los protoplastos 
de aleurone de otro cultivo de monocotiledoneas tales como el trigo y cebada 
(Lee, 1989, Plant Mol . Biol. 13, 21-30). Las plantas del trigo han sido 
regeneradas de un cultivo en suspensi6n embriogenica seleccionando solamente 
los tejidos compactos por la edad y los del callo embriogenico nodular para 
el establecimiento de los cultivos en suspensi6n embriogenica (Vasil, 1990 
Bio/technol. 8, 429-434). 

Las plantas monocotiledoneas, incluyendo los cultivos comercial- 
mente importantes tales como maiz y arroz pueden ser obtenidos por la 
transformaci6n mediante Agrobacterium segun Gould J, Michael D, Hasegawa O, 
Ulian EC, Peterson G, Smith RH, (1991) Plant. Physiol. 95, 426-434; Hiei Y. 
et al.. The Plant Journal 6 (2), 271-282 patente Europea 159 418 Bi . 

Las secuencias de ADN adecuadas para el control de la expresion 
de los genes expresibles de las plantas (incluyendo los genes marcadores) , 
tales como regiones de iniciaci6n transcripcional , reforzadores , Indices no 
transcritos y otros por el estilo, se pueden derivar de cualquier gen que 
este expresado en una celula de planta. Tambien son deseados los activadores 
hibridos que combinan las porciones funcionales de varies activadores, o 
equivalentes sint^ticos de los mismos. Aparte de los activadores constituti- 
vos, los activadores que inducen, o los activadores que de otra manera son 
regulados en su patron de expresion, por ejemplo en lo que se refiere al 
desarrollo o al tipo de celula especlfico, pueden ser usados para controlar 
las expresiones de los genes expresibles de las plantas segun la invencion 
siempre y cuando esten expresados en las partes de las plantas que contienen 

substrate para la TPS. 

Para seleccionar o proteger las celulas transf ormadas , es 
preferible incluir un gen marcador unido al gen expresible de la planta 
segun la invenoi6n para ser transf erido a una c61ula vegetal. La eleccion de 
un gen marcador adecuado en la transf ormacion de la planta entra bien dentro 
del objetivo del trabajador medio con habilidad; algunos ejemplos de genes 
marcadores que se usan por rutina son los genes neomicine f osfotransf erasa 
dando resistencia a kanamicine (EP-B 131 623), el gen Glutatione-S- 
transferasa del hlgado de rata dando resistencia a los herbicidas derivados 
del glutatione (EP-A 256 223), glutamina sistatasa dando una resistencia de 
iobre-expresi6n a los inhibidores de la sintetasa glutamina tales como 
'^fslnotricina (WO87/05327) , el gen acetil transferasa de Streptomyces 
c^hromogenes dando resistencia al agente selective f osf inotricina (EP-A 
\, el gen que codifica la sintasa 5-enolshikimate-3 fosfato (EPSPS) 
llerancia a N-fosfonometilglicina, el gen bar dando resistencia 
alaphos (per ejemplo WO91/02071) y otros por el estilo. La elecci6n 
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real del marcador no es crucial siempre que sea fiancional (por ejemplo 
selectiva) en combinacion con las celulas de las plantas de eleccion. 

El gen marcador y el gen de interes no tienen que estar unidos, 
porque la co- transf ormacion de los genes- desunidos (Patente U.S. 4,399,216) 
es tambien un proceso eficaz en la transf ormaci6n de las plantas. 

El material vegetal preferente para la transf ormacion, 
especialmente para los cultivos de dicotiledoneas , son discos de hojas los 
cuales se pueden transformar y tienen una buena capacidad de regeneracion 
(Horsch R.B. et eJ . , (1985) Science 227, 1229-1231). 

Es sustancial para la invenci6n como se lleva a efecto la 
presencia de dos o mas genes en la misma planta. Esto puede, entre otras 
formas, ser llevado a cabo con uno de los siguientes metodos : 

(a) la transformacion de la linea de la planta con una construccion multigen 
que contiene mas de un gen a ser introducido, 

(b) las construcciones de co- trans formaci6n diferentes en la misma linea de 
la planta simultaneamente , 

(c) rondas posteriores de transformacion de la misma planta con los genes 
a introducir, 

(d) cruzando dos plantas cada una conteniendo un gen diferente para que sea 
0 introducido en la misma planta, o 

(e) combinaciones de los mismos . 

El ambito de aplicacion de la invencion se basa tanto en la 
agricultura como en la horticultura, por ejemplo debido a las propiedades 
mejoradas de las plantas modificadas como tales (por ejemplo tolerancia a 

5 la tension, tal como tolerancia al frlo, y pref erentemente resistencia a la 
sequxa, y aumento en la calidad despues del cultivo y la auto-vida de las 
plantas y los productos de las plantas), asi como en cualquier forma de 
industria donde la trehalosa es o ser^ aplicada en un proceso de extraccion 
forzosa de agua, tal como secado o secado por congelacion. La trehalosa 

0 puede ser usada o vendida como tal, por ejemplo en forma purificada o en 
mezclas, o en forma de producto de plantas, tanto como tuberculos, como 
fruto, como flor conteniendo la trelahosa, bien en estado native o en 
(parcialmente) forma deshidratada , y similares. Las partes de las plantas 
que albergan (niveles que aumentan de) fosfato de trehalosa o trehalosa 

5 pueden ser usadas o vendidas como tales o procesadas sin necesidad de anadir 
trehalosa . 

Tambien la trehalosa puede extraerse y/o purificarse de las 
-..plantas o partes de las plantas que la producen y ser pos teriormente usadas 
^ .J^j^ prpcesos industriales. En la industria alimentaria la trehalosa puede ser 
T ^em^eada anadiendo trehalosa a los alimentos antes del secardo. El secado 
Vf, alimentos es xin metodo importante de conservacion. La trehalosa 
/ser muy util para conservar alimentos a trav^s del secado por aire 



pa33^c^ 



14 



6 042 PCT 



tradicional, y para permitir la reconstituci6n rSpida por la adiccion de 
agua de un product© de alta calidad (Roser et al., Julio 1991, Trends in 
Food science and Technology, pp. 166-169) . Los beneficios incluyen la 
retencion de sabores/f ragancias naturales, sabor a producto fresco, y valor 
5 nutritive (proteinas y vitaminas) . Se ha demostradp que la trehalosa tiene 
la facultad de estabilizar las protexnas, por ejemplo vacunas, enzimas y 
membranas, y formar un cristal estable • y quimicamente inerte . La baja 
actividad del agua de los productos muy secos previene las reacciones 
quimicas, que podian ser causa de que se estropearan. 

10 Los campos de cultivos como el maiz, mandioca, patata, remolacha 

y azucar han sido, desde hace mucho tiempo, usados como una fuente natural 
para la produccion en masa de carbohidratos (almidones y sacarosa) . La 
producci6n de trehalosa en dichos cultivos, facilitada por la ingenieria 
genetica de la vxa de acceso biosint^tica de la trehalosa en estas especies 

15 de plantas, permitirxa la explotacion de dichos cultivos para la produccion 
de trehalosa. 

La trehalosa tambien se usa en el secado o almacenamiento de las 
macromoleculas biologicas, tales como peptides, enzimas, polinucleotidos y 
similares . 

Todas las referencias citadas en esta especif icacion son 
indicativas del nivel de habilidadad en el abito al que se refiere esta 
invencion. Todas las publicaciones , ya sean patentes o no, ref erenciadas 
antes o despuSs en esta especif icacion se incorporan aqux como referenda 
como si cada una de ellas fuera incorporada individualmente como referencia. 
En particular el document© WO 95/01446, citado aqui, que describe la 
produccidn de trehalosa en las plantas mas complejas por manipulacion 
genetica se incorpora aqux como referencia. 

Los ejemplos dados a continuacion ilustran la invencion y de 
ninguna manera pretenden indicar los limites de la finalidad de la 
3 0 invencion. 
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Experimental 
Manipulaciones del ADN 

Todos los procesos del ADN (aislamiento del ADN de E. Coll, restricciones , 
35 union, transformaci6n, etc.) se llevan a cabo segun los protocolos estandar 
(Sambrook et al . , (1989) Molecular Cloning: a laboratory manual, 2nd ed. 
Cold Spring Harbor Laboratory Press, CSH, Nueva York) . 



s los ejemplos la cadena de E. Coli K-12 DH5- se usa para clonar. Las 
de Agrobacterium tumefaciens usadas para los experimentos de 
rmaci6n de plantas son EHA 105 y MOG 101. (Hood et al.. Trans. 
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Research 2, 208-218) . 

Construcci6n de la cadena MOGlOl de Agro bacterium 

Un sistema de vector binario (Hoekema A., Hirsch, P.R., 
5 Hooykaas, P.J.J. , y Schilperoort, R.A. (1983) Nature 301, 179) se usa para 
transferir construcciones de genes dentro de las plantas de la patata y del 
tabaco. El plasmido auxiliar que provoca las funciones virulentas del 
Agrobacterium tumefaciens se deriva de la octina Ti-plasmido pTiB6 . El 
MOGlOl es una cadena del Agrobacterium tumefaciens que lleva un Ti-plasmido 

10 no oncogenico (Koekman et al . , 1982, supra) de la cual se borra toda la 
region T y se substituye por un marcador de resistencia de la bacteria 
Spectinominina del transposon Tnl831 (Hooykaas et ai . , 1980 Plasmid 4, 64- 
75) . El Ti-plasmido pTiB6 contiene dos regiones T adyacentes, TL (T- 
izquierda)y TR (T-derecha) . Para obtener un derivado que no tenga las 

15 regiones TL y TR, se construy6 un vector intermedio pMOG579. El plasmido 
pMOG579 es un derivado pBR322 que contiene 2 fragmentos Ti-plasmidos 
homologos a los fragmentos situados a la izquierda y a la derecha por fuera 
de las regiones T del pTiB6 . Los 2 fragmentos estan separados en pMOG579 por 
un fragmento de 2,5 kb BamH I - Hindlll del transposon Tnl831 (Hooykaas et 

20 al., 1980 Plasmid 4, 64-75) y que lleva el marcador de resistencia de la 
spectinomicina. El plasmido se introduce en la cadena de Agrobacterium 
tumefaciens LBAlOlO IC58-C9 (pTiB6) = una cadena curada C58 en la cual se 
introduce el pTiB6 (Koekman et ai . , 1982, supra) , por apareamiento 
triparental de la E. Coli, usando HBlOl 8pRK2013 como auxiliar. Se 

25 seleccionan los transconjugantes para ia resistencia de la Rifampicina (20 
mg/1) y la espectinomicina (250 mg/l) . El resultado fue una doble recombina- 
ci6n entre pMOGS79 y pTiB6 que perdi6 la resistencia de la carbenicilina (el 
marcador pBR322) y la eliminaci6n de toda la regi6n T. De 5000 replicas de 
los transconjugantes resistentes de la espectinomicina cultivado en placa 

30 en la carbenicilina (100 mg/1), 2 se encontraron como sensibles. El analisis 
del sur (no se muestra) demostro que una caso de sobrecruzamiento doble 
habia eliminado toda la regi6n T. La cadena resultante se llama MOGlOl. Esta 
cadena y su construccion es analoga a la cadena GV2260 (Deblaere et al . , 
1985, Nuvl. Acid Res. 13, 4777-4788). 

35 Una cadena de auxiliar alternative para MOGlOl es por ejemplo 

LBA4404; esta cadena tambien puede usarse adecuadamente para la instruccion 
de un plasmido binario, tal como pMOG799 y la posterior transf ormacion de 
la planta. Otras cadenas de auxiliares adecuados est^n ya disponibles . 

slamiento del act ivador /construccion del patatin de pM0G546 
fragmento del activador del patatin es aislado del ADN del cromosoma de 
inuxn tuJberosu/n cv. Bintje usando la reaccion de la cadena del polimero. 
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Se sintetizan una serie de oligonucle6tidos , complementarios a la secuencia 
de la regi6n hacia arriba del gen del patatin -pat21 (Bevan, M. , Barker, R. , 
Goldsbrough, A., Jarvis, M. , Kavanagh, T. , e Iturriaga. G. (1986) Nucleic 
Acids Res. 14.: 5S64-5566), que consisten en las siguientes secuencias: 

5 

5' AAG CTT ATG TTG CCA TAT AGA GTA G 3' PatB3 3.2 (NIS:3) 
5' GTA GTT GCC ATG GTG CAA ATG TTC 3' Patatg.2 (NIS:4) 

Estos elementos se usan para amplificar PCR un fragment© de ADN de ll23bp, 
10 usando ADN del cromosoma aislado de la pacata cv Bintje como modelo. El 
fragroento amplificado muestra un alto grado de similitud con la secuencia 
del patatin -pat21 y es clonado usando enlaces EcoRI, un vector pUClS que 
resulta del plSsmido pMOG546. 
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Construccion dsl pMOG 799 

El pMOG 799 alberga el gen TPS de la E. Coli que esta bajo el control de un 
doble activador del Mosaico de la Coliflor 35S reforzado. La construccion 

20 de este vector binario se describe con detalle en la solicitud de la patente 
Internacional PCT/EP94/02167 , incorporada aqui como referencia. Una muestra 
de una cadena de E. Coli albergando pMOG799 ha sido depositada bajo el 
Tratado de Budapest en el Centraal Bureau voor Schimmelcultures , Oosters- 
traat 1, P.O. Box 273, 3740 AG Baarn, Holanda, el Lunes 23 de Agosto, 1993: 

25 El Numero de Solicitud dado por la Instituci6n Depositaria Internacional es 
CBS 4 3 0.93. 

Construcci6n de PMOG84 5 

El plSsmido PMOG546 que contiene el activador del patatin se digiere con 
30 Ncol-Kpnl, incubado con polimerasa I del ADN de E. Coli en presencia de dATP 
y dCTP por lo tanto destruyendo la situaci6n del Ncol y Kpnl y posteriormen- 
te vuelta a formarse. Del vector resultante, un fragmento de l.lkb EcoRI - 
Smal que contiene el activador del patatin, se aisla y clona en pMOG798 
(descrito en detalle en PCT/EP94/02167) linearizado con Smal-EcoRI y por 
35 consiguiente intercambiando el activador 35S CaMV por el activador del 
patatin. El vector resultante esta linearizado con Hindlll y unido con el 
siguiente duplo de oligonucle6tidos : 

(Hindlll) PstI Kpnl Hindlll 

AGCT CTGCAG TGA GGTACC A 3' TVC 11 {NIS:5) 

GACGTC ACT CCATGG TTCGA 5' TVC 12 (NIS:6) 
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10 



15 



20 



25 



30 



35 



Despues de comprobar la orientacion del duplo del oligonucleotide introduci- 
do, el vector resultante estd linearizado con Pstl-Hindlll seguido de la 
inversion de un fragmento 9S0bp Pstl-Hindlll albergando el inhibidor II 
terminador de la proteinasa de la patata (PotPill) (An. G., Miltra, A., 
Choi, H.K., Costa, M.A., An, K. , Thornburg, R.W. y Ryan, C.A. (1989) The 
Plant Cell 1: 115-122) El terminador PotPill es aislado por la amplif icacion 
PCR usando ADN del cromosoma aislado de la patata cv. Desiree como modelo 
y el siguiente conjunto de oligonucleotides: 



5' 
5' 



GTACCCTGCAGTGTGACCCTAGAC 
TCGATTCATAGAAGCTTAGAT 



3' TVC 15 (NIS:7) 

TVC 16 (NIS:8) 



El porta- isotopes de la expresion TPS es posteriormente clonado como un 
fragmento de EcoRI-Hindlll dentro del vector binario pMOG402 que resulta de 
PMOG845 (fig. 4). una muestra de la cadena Dh- de E. Coli, albergando 
PMGG845 ha sido depositada en el Centraal Bureau voor Schimmelcul tures , 
Oosterstraat 1, P.O. Box 273, 3740 AG Baarn, Holanda, el 4 de Enero, 1995; 
El Numero de Solicitud dado por la Institucion Depositaria Internacional es 
CBS 101.95, 

Apareamientos tripa rentales 

LOS vectores binaries se movilizan en apareamientos triparentales con la 
cadena de E. Coli HBlOl que contiene el plasmido pRK2013 (Ditta G., 
Stanfield, S., Corbin, D., yHelinski, D.R. etal., (1980) Proc . Natl. Acad. 
Sci. USA 77, 7347) en la cadena de Agrobacterium tumefaciens MOGlOl o EHAIOS 
y se usa para la transf ormacion . 

Transformacion del tabaco (Nic otiana tabacum SRI) 

El tabaco se transf orma por el ce-cultivo de tejido de la planta con la 
cadena de Agrobacterium tumefaciens MOGlOl que contiene el vector binario 
que nos interesa como se ha descrito. La transformacion se lleva a cabo 
usando el co-cultivo de discos de las hojas del tabaco (Nicotiana tabacum 
SRI) como se describe por Horsch et al . , 1985, Science 227, 1229-1231. Las 
plantas transgenicas se regeneran de los brotes que crecen en un caldo de 
cultivo elegido que contiene kanamicina, que se ha enraizado y transf erido 
a la tierra. 



Transformacion de la p atata 

La patata {Solanum tuberosum cv. Kardal) se transf orma con la cadena de 
terium EHA 105 que contiene el vector binario que nos interesa. El 
ice de cultivo es MS30R3 que consiste en sales MS (Murashige, T. 
\F. )1962) Physiol. Plan. 14, 473), vitaminas R3 (Ooms et al.. 
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(1987) Theor. Appl . Genet. 73, 744), 30 g/1 sacarosa, 0,5 g/1 MES con un pH 
final de 5,8 (ajustado con KOH) solidificado cuando sea necesario con 8g/l 
de agar de Daichin. Los tuberculos de la Solanum tuberosum cv . Kardal se 
pelan y se esteriliza la superficie quemandolos en eUanol al 96% durante 5 
5 segundos. Se apagan las llamas en agua esterilizada y se cortan rodajas de 
2 mm. de grosor aproximadamente . Los discos se cortan con un agujero en el 
tejido vascular y se incuban durante 20 minutos en el caldo de cultivo 
MS30R3 que contiene 1-5 xlO« bacteria/ml de Agrobacteriu/n EHA 105 que 
contiene el vector binario. Se lavar los discos del tuberculo con el caldo 

10 de cultivo MS30R3 y se transfieren a un caldo post-cultivo solidificado 
(PM) . El PM constituye el caldo de cultivo M30R3 complementado con 3,5 mg/1 
de riboside de zeatina y 0,03 mg/1 de acido acetico indol (lAA) . Despues de 
dos dias, los discos se cambiaron al caldo de cultivo fresco PM con 200 mg/1 
de cefotaxim y 100 mg/1 de vancomicina. Tres dias despues, los discos de los 

15 tuberculos se transf irieron a un caldo de induccion de brotes (SIM) que 
constituye el caldo de cultivo PM con 250 mg/1 de carbenicilina y 100 mg/1 
de )canamicina. Despues de 4-8 semanas, los brotes que salian de los discos 
de cortaron y se pusieron en un caldo de radicacion (MS30R3 con 100 mg/1 de 
cefotaxim, 50 mg/1 de vancomicina y 50 mg/1 de )canamicina) . Los brotes se 

20 propagaron en forma de axeno por cortes del meristemo. 

Induccion de los micro- tube rculos 

Los segmentos del tallo de plantas de la patata in ^^^tro albergando un 
meristemo auxiliar se transfieren al caldo de induccion de los micro- 
25 tuberculos. El caldo de induccion de los micro- tuberculos contiene sales 1 
X MS complementadas con vitaminas R3 , 0,5 g/1 de MES (pH final 5,8, ajustado 
con KOH) y solidificado con 8 g/1 de agar de Daishin, 60 g/1 de sacarosa y 
2,5 mg/1 de kinetin. Despues de 3 a 5 semanas de crecimiento en la oscuridad 
a 24°C, los micro- tuberculos est^n f ormados . 

30 

Ensavo de la trehalosa 

La trehalosa se determin6 cuantitat ivamente por la cromatograf ia del 
intercambio anionico con deteccion amperometrica por impulses. Se pr-epararon 
los extractos anadiendo 1 ml de agua hirviendo a 1 g de material congelado 
35 el cual pos teriormente se calento durante 15' a lOO'^C. Las muestras (25 ^1) 
fueron analizadas en un cromatograf o liquido Dinex DX-3 00 equipado con una 
columna PA-1 de carbopac de 4 x 250 mm Dionex 35391 y una pre-columna PA-1 
de carbopac de 4 x 50 mm Dionex 43096. La elucion fue con 100 mM de NaOH a 
1 ml/min. Se detectaron azucares con un detector amperometrico por impulses 
-2) . La trehalosa disponible comercialmente (Sigma) fue 
un estandar. 




« » 
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Aislamiento de la Va lidamicina A 

La validamicina A es aislada del Solacol, una f6rmula de agricultura 
comercial (Takeda Chem. Indust . , Tokio) como se describe por Kendall ec al . . 
(1990) Phytochemistry, Vol. 29, No. 8, pp. 2525-252.8. La invencion incluye 
la cromatografia de cambio de iones (QAE-Sephadex A-25 (Pharmacia), vol. de 
base 10 ml, compensador de equilibrio 0,2 mM Na-Pi ph 7) del 3% de una 
formula de agricultura de Solacol. Cargando 1 ml de Solacol en la columna 
y eluyendo con agua en 7 fracciones, practicamente toda la Validamicina es 
recuperada en la f raccion 4 . 

Basado en una recuperacion al 100%, utilizando esta invencion, la concentra- 
ci6n de validamicina A era ajustada a 110"' M en compensador MS, para usarse 
en las pruebas de acumulacion de trehalosa. 

Alternativamente, la Validamicina A y B pueden ser purificadas direcdamente 
del Streptomyces hygroscopicus var. liwoneus, como se describe por Twasa T. 
et al., 1971, en The Journal of Antibiotics 24 (2), 119-123. cuyo contenido 
se anade aqui como referencia. 



Construccion de PMOG1027 

El PMOG1027 alberga el gen de la trehalasa de Solanum tuberosum cv. Kardal 
20 en la orientacion invertida bajo el control del doble activador reforzado 
35S de Mosaico de la Coliflor. La construccion de este vector es muy similar 
a la construcci6n del pMOG799 y puede ser realizada por cualquier persona 
experta en el campo . Despues de la movilizacion de este vector binario por 
apareamiento triparental con Agrobac terium, esta cadena puede ser usada para 
25 transformar las celulas de la planta y para generar plantas transgenicas 
teniendo niveles reducidos de actividad de la trehalasa. 

Construccion de PMOG1028 

El PMOG1027 alberga el gen de la trehalasa de Solanum tuberosum cv . Kardal 
30 en la orientaci6n invertida bajo el control del activador del tuberculo 
especxfico del patatin. La construcci6n de este vector es muy similar a la 
construccion del pMOG845 y puede ser realizada por cualquier persona experta 
en el campo. Despues de la movilizacion de este vector binario por 
apareamiento triparental con AgroJbac terium, esta cadena puede ser usada en 
35 los experimentos de la transf ormacion de la patata para generar plantas 
transgenicas teniendo niveles reducidos de actividad de la trehalasa en los 
tejidos de los tub^rculos . 

EJEMPLO I 

rlonacion de un aen con toda s u longitud de E. Coli otsA _ 

En la E. Coli, la sintasa de fosfato de trehalosa (TPS), esta 
lor el gen otsA situado en el oper6n otsBA. La determinaci6n de 
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clonaci6n y secuencia del gen otsA se describe en detalle en el Ejemplo I 
de PCT/EP94/02167, aqui anadido por la referenda. Para efectuar su 
expresi6n en celulas de plantas, el marco de lectura abierta se ha unido a 
los elementos reguladores transcripcionales del activador CaMV 35S del ARN, 
5 el reforzador transcripcional del indice ALMV, y el terminador transcripcio- 
nal del gen NOS, como se describe con mayor detalle en el Ejemplo I de 
PCT/EP94/Q2167 . 

Un vector binario, pMOG799 (Fig. l) , que contiene el gen otsA expresible de 
la planta y el gen de resistencia de kanamicina como un marcador selecciona- 
10 ble entre los bordes T-ADN, es utilizado para transformar la patata y el 
tabaco . 

EJEMPLO 2 

Produccion de trehalosa en las plantas del tabaco 
trans formadas con PMQG7 9 9 

15 

LOS discos de las hojas del tabaco son transf ormados con el vector binario 

- PMOG799 usando Agrobacterium tumefaciens. Los brotes transgenicos son 

seleccionados en kanamicina. Las plantas transgenicas son transf eridas al 
invernadero para que florezcan y dejen las semillas despues de polinizarse 
20 (SI) . Las semillas de estas plantas transgenicas son esterilizados en su 
superficie y germinadas in vitro en un caldo de cultivo con Kanamicina. Los 
semilleros resistentes a la Kanamicina y las plantas del tabaco del tipo 
silvestre son trasferidas a un caldo de cultivo MS complementado con 10'^ M 
de validamicina A. Como control, los semilleros transgenicos y las plantas 
25 de tipo silvestre son transferidas a un caldo de cultivo sin Validamicina 
A. El analisis de las hojas y raices de las plantas crecidas en Validamicina 
A muestran niveles altos de trehalosa comparados con el de las plantas de 
control (Tabla 1) . No se detecto trehalosa en las plantas del tabaco de tipo 
silvestre . 
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Tabla 1 



pMOG7 9 9 . 1 
pMog799 , i: 
pMOG799 . 3: 
Tipo silvestre SRI 



con Validamicina A Sin Validamicina A 

hojas raices hojas raices 

0,0081 0,0044 - 0,003 



35 pMog799,13 0,0110 0,0080 

PMOG799.31 0,0008 0,0088 



40 




EJEMPLO 3 

6n de trehalosa en los mic r o- tuberculos de la patata 
transf ormados con pMOG84 5 
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LOS discos de los tuberculos de la patata Solanum tuberosum cv. Kardal son 
transformados con Agrobacterium Cumefaciens EHA105 albergando el sector 
binario pMOG845. Los brotes transgenicos son seleccionados en kanamicina. 
Los micro- tuberculos (m- tuberculos ) son inducidos en los segmentos de los 
tallos de plantas transg6nicas y del tipo silvestres cultivadas sobre m- 
tuberculos complementadas con un caldo inductor con 10"^ M de Validamicina 
A. Como control, los m- tuberculos son inducidos a un caldo de cultivo sin 
Validamicina A. Los m-tuberculos inducidos en un caldo de cultivo sin 
validamicina A mostraron niveles altos de trehalosa comparados con los de 
los m-tuberculos crecidos en un caldo de cultivo sin Validamicina A (Tabla 
2). NO se detecto trehalosa en los m-tuberculos de tipo silvestre. 



.5 
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Tabla 2 

Trehalosa (%peso fresco) 

+Validamicina A -Validamicina A 

845-2 0,016 
845-4 

84S-e 0,051 
845-13 0.005 
845-22 0,121 
845-25 0,002 
wT Kardal 

EJEMPLO 4 

Pr-nduccion Hp. trehalr,sa en hi d i-onnltivos de las plantas del 
tabaco transformadas con PMOG7 99 



Las semillas (SI) de plantas de tabaco polinizadas transformadas con el 
vector binario pMOG799 son esterilizadas en su superficie y germinadas an 
3 0 vitro en el caldo de cultivo MS20MS que contiene 50 ,ig/ml de kanamicina. Los 
semilleros resistentes a la kanamicina son transferidos a la tierra y 
crecidos en una cSmara de crecimiento (temp. 23°C, 16 horas de luz/dia) . 
Despu^s de cuatro semanas, los semilleros se transfieren a hidrocultivos con 
bolitas de arcilla ASEP con 450 ml aproximadamente de caldo de cultivo. El 
caldo contiene 40 g/1 de Solacol disuelto en nano-agua compensada con 0,5 
g/1 de MES para ajustar el pH a 6 , 0 el cual es colado por un filtro para 
eliminar las particulas solidas. Las sales esenciales se complementan 
anadiendo POKON™ (1,5 ml/1). Los siguientes antibi6ticos son anadidos para 
prevenir el crecimiento de micro-organismos : 500 ng/ml de Carbenicilina , 40 
g/ml de Nystatin y 100 ^g/ml de Vancomicina. Como control, los semilleros 
ransgenicos y las plantas de tipo silvestre son transferidas a un caldo de 
ultivo sin solacol. El analisis de las hojas de las plantas crecidas en 
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Solacol muestra niveles altos de trehalosa en comparacion con las de las 
plantas de control (Tabla 3). No se detect© trehalosa en las plantas del 
tabaco de tipo silvestre. 
Tabla 3 

Solacol 



pMOG 799.1-1 
pMOG 799.1-2 
pMOG 7 9 9.1-3 
pMOG 799.1-4 

10 pMOG 799.1-5 
pMOG 799.1-6 
pMOG 799.1-7 
pMOG 799.1-8 
pMOG 7 99.1-9 

15 pMOG 799.1-10 



+ 



Trehalosa (%w/w) 
0, 008 
0, 004 



0, 008 
0, 005 



0, 007 
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Tipo silvestre SRl-1 

Tipo silvestre SRl-2 + 

Tipo silvestre SRl-3 

Tipo silvestre SRl-4 + 

EJEMPLO 5 

rionacion toda la 3 onaitud de cADN que codi fica la tr<=-halasa del tejido 
del tuberculo de la patata 

Usando la secuencia de aminoacidos de las regiones conservadas de genes de 
la trehalasa conocidos {E, Coli . Levadura, Conejo, B. /nori) (Figura 4). se 
disenaron cuatro elementos degenerados : 
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C C C CGT GT A TTAT 
GG GGI G TT IGA T TA TGGGAC 
T A A lAA AG C CGGC 



•Tase" 24 (NIS: 11) 



35 



TAA GT 
GTICCIGGIGGICGITT IGA T 
CGT AG 



"Tase" 25 (NIS: 12) 
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C G AT A 

I C TTI CCATCC AAICCITC "Tase"27 (NIS:14) 

G A GC G 

La combinacion de estos elementos en los experimentos de PGR con ADN 
genomico y cADN de la hoja del S. tuberosum cv. Kardal y material del 
tuberculo respectivamente como modelo, resulto en varies fragmentos de la 
longitud esperada. Un numero de 100 bp. fragmentos obtenidos con la 
combinacion del elemento Tase 24 y Tase 26 fueron subclonados en un vector 
pGEM T y secuenciados. Varios de los clones analizados mostraron similitud 
con las secuencias de trehalasa conocidas . Para excluir el aislamiento de 
las secuencias de la trehalasa derivadas de no-plantas , fue llevado a cabo 
el analisis del Sur de mancha con el gADN de la patata cv. Kardal. un mlmero 
de clones aislados no se hibridizaron con el ADN genomico Kardal y fueron 
rechazados. Dos genes aislados fueron identicos, gTasel5.4 derivado de un 
experimento PGR genomico y cTase5.2 derivado de un PGR sobre cADN, los dos 
mostrban hibridacion en el analisis del Sur de mancha. Se detecto una r.ola 
banda hibridora (AcoRI 1,5 Kb, Hindlll 3 Kb y BamHI mayor que 12 Kb) 
sugiriendo la presencia de solamente una copia del fragmento PGR aislado. 
un CADN fue construido sobre ARN poli A' de los tuberculos de la patata (cv. 
Kardal) usando un conjunto de sxntesis de cADN Stratagen y el vector Lambda 
ZAPII. Fagos recombinantes (500.000) fueron tapados con el fragmento PGR del 
radio-marcador cTase5.2 dando como resultado la identif icaci6n de 3 clones 
positives. Despues de la purif icacion, dos clones fueron caracter izados con 
enzimas de restricci6n mostrando anadidos de 2,15 y 2,3 kb respectivamente. 
Su secuencia de nucleotides era identica al 100%. La secuencia del acxdo 
nucleico de uno de estos clones de cADN de trehalasa de Solaruw tuberosum 
que incluye su marco de rectura abierta estS representado con el numero de 
identif icaci6n de secuencia: 9, mientras que la secuencia del aminoacxdo 
derivada de su secuencia de ^cido nucleico se muestra con el numero de 
identif icacion de secuencia: 10. Un plasmido albergando un anadido que 
incluye la informacion genetica que codifica para la trehalasa, se ha 
depositado bajo el numero GBS .8.0.4..S3 con el Gentral Bureau voor Schimmelcul- 
tures, Oosterstraat 1, P.O. Box 273, 3740 AG Baarn, Holanda el 8 . de 
Diciembre de 1995. 
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LISTADO DE LAS SECUENCIAS 



(1) INFORMACION GENERAL: 

(i) SOLICITANTE: 

(A) NOMBRE: MOGEN International n.v. 

(B) CALLE: Einsteinweg 97 

(C) CUIDAD: LEIDEN 

(D) ESTADO: Zuid-Holland 

(E) PAIS: The Netherlands 

(F) CODIGO POSTAL (ZIP) : NL-2333 CB 

(G) TELEFONO: (31) , (7 1 ). 5258282 

(H) TELEFAX: ( 3 1 ) . ( 7 1 ) . 522 1 47 1 

(ii) TITULO DE LA INVENCI6N : PRODUCCION DE TREHALOSA EN PLANTAS 
(iii) NUMERO DE SECUENCIAS: 14 

(iv) FORMA DE LECTURA DEL ORDENADOR: 

(A) TIPO MEDIO: Diskette 

(B) ORDENADOR: IBM PC compatible 

(C) SISTEMA OPERATIVO: PC-DOS/MS-DOS 

(D) SOFTWARE: Patentin Release #1.0, Versi6n #1.25 (EPO) 

(vi) PRIOR APPLICATION DATA 

(A) APPLICATION NUMBER: EP 95.200.008.1 

(B) FILING DATE: 04-JAN-1995 

(vi) PRIOR APPLICATION DATA: 

(A) APPLICATION NUMBER: EP 95.202.415.6 

(B) FILING DATE: 07-SEP-1995 

(2) INFORMACION PARA EL NUMERO DE IDENTIFICACION DE SECUENCIA NO: 1 

INFORMACION PARA EL NUMERO DE IDENTIFICACION DE SECUENCIA: 

(A) LONGITUD: 1446 base pairs 

(B) TIPO:Acido nucl6ico 

(C) TIPO DE FIBRAS: doble 

(D) TOPOLOGICA: lineal 

TIPO DE MOLECULA: ADN (genbmica) 
HIPOTETICO: NO 
ANTI-SENSE: NO 

FUENTE ORIGINAL: 

(A) ORGANISMO: Escherichia coli 

(B) CLON: 7F11 

POSICION EN EL GENOMA : 

(B) POSICION DEL MAPA: 41-42' 



(i) 

(ii) 
(iii) 




(iii) 
(vi) 

(viii) 
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( ix) CARACTERISTICA : 

(A) NOMBRE/CLAVE: CDS 

(B) SITUACION: 19.. 1446 

(D) OTRA TNFORMACION: /producto- "sintasa de 

trehalosa" 

/gen= "otsA" 



(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA : NIS : 1: 



GAGAAAATAA CAGGAGTG ATG 

Met 
1 

CGG ATT GCA CCA CCA GAC 
Arg He Ala Pro Pro Asp 
15 

GTT GGC ATA CTG GGG GCA 
Val Gly He Leu Gly Ala 
30 

TGG AGT GGT GAA ACA GGG 
Trp Ser Gly Glu Thr Gly 
45 

AAA GGT AAC ATT ACG TGG 
Lys Gly Asn He Thr Trp 
60 6^ 

GAC GAA TAC TAG AAC CAA 
Asp Glu Tyr Tyr Asn Gin 
80 

CAT TAT CGG CTC GAT CTG 
His Tyr Arg Leu Asp Leu 
95 

TAT CTA CGC GTA AAT GCG 
Tyr Leu Arg Val Asn Ala 
110 

CAA GAC GAT GAC ATT ATC 
Gin Asp Asp Asp He He 
125 



ACT ATG AGT CGT TTA GTC 
Thr Met Ser Arg Leu Val 
5 

GAG CAC GCC GCC AGT GCC 
Glu His Ala Ala Ser Ala 
20 

CTG AAA GCC GCA GGC GGA 
Leu Lys Ala Ala Gly Gly 
35 

AAT GAG GAT CAG CCG CTA 
Asn Glu Asp Gin Pro Leu 
50 55 

GCC TCT TTT AAC CTC AGC 
Ala Ser Phe Asn Leu Ser 
70 

TTC TCC AAT GCC GTT CTC 
Phe Ser Asn Ala Val Leu 
85 

GTG CAA TTT CAG CGT CCT 
Val Gin Phe Gin Arg Pro 
100 

TTG CTG GCA GAT AAA TTA 
Leu Leu Ala Asp Lys Leu 
115 

TGG ATC CAC GAT TAT CAC 
Trp He His Asp Tyr His 
130 135 



GTA GTA TCT AAC 
Val Val Ser Asn 
10 

GGT GGC CTT GCC 
Gly Gly Leu Ala 
25 

CTG TGG TTT GGC 
Leu Trp Phe Gly 
40 

AAA AAG GTG AAA 
Lys Lys Val Lys 



GAA CAG 
Glu Gin 



TGG CCC 
Trp Pro 



GCC TGG 
Ala Trp 

105 

CTG CCG 
Leu Pro 
120 

CTG TTG 
Leu Leu 



GAC CTT 
Asp Leu 
75 

GCT TTT 
Ala Phe 
90 

GAC GGC 
Asp Gly 



51 



99 



147 



195 



243 



291 



339 



CTG TTG 
Leu Leu 



CCA TTT 
Pro Phe 




GCG CAT GAA TTA CGC AAA 
Ala His Glu Leu Arg Lys 
140 145 

CTG CAT ATT CCT TTC CCG 
Leu His He Pro Phe Pro 
160 



CGG GGA GTG AAT AAT CGC 
Arg Gly Val Asn Asn Arg 
150 

ACA CCG GAA ATC TTC AAC 
Thr Pro Glu He Phe Asn 
165 



ATT GGT TTC TTT 
He Gly Phe Phe 
155 

GCG CTG CCG ACA 
Ala Leu Pro Thr 
170 



387 



435 



483 



531 
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TAT GAC ACC TTG CTT GAA CAG CTT TGT GAT TAT GAT TTG CTG GGT TTC 57 9 
Tyr Asp Thr Leu Leu Glu Gin Leu Cys Asp Tyr Asp Leu Leu Gly Phe 
175 180 185 

CAG ACA GAA AAC GAT CGT CTG GCG TTC CTG GAT TGT CTT TCT AAC CTG 627 
Gin Thr Glu Asn Asp Arg Leu Ala Phe Leu Asp Cys Leu Ser Asn Leu 
190 195 200 

ACC CGC GTC ACG ACA CGT AGC GCA AAA AGC CAT ACA GCC TGG GGC AAA 675 
Thr Arg Val Thr Thr Arg Ser Ala Lys Ser His Thr Ala Trp Gly Lys 
205 210 215 

GCA TTT CGA ACA GAA GTC TAG CCG ATC GGC ATT GAA CCG AAA GAA ATA 7 23 
Ala Phe Arg Thr Glu Val Tyr Pro lie Gly lie Glu Pro Lys Glu lie 
220 225 230 235 

GCC AAA CAG GCT GCC GGG CCA CTG CCG CCA AAA CTG GCG CAA CTT AAA 771 
Ala Lys Gin Ala Ala Gly Pro Leu Pro Pro Lys Leu Ala Gin Leu Lys 
240 245 250 

GCG GAA CTG AAA AAC GTA CAA AAT ATC TTT TCT GTC GAA CGG CTG GAT 819 
Ala Glu Leu Lys Asn Val Gin Asn lie Phe Ser Val Glu Arg Leu Asp 
255 260 265 

TAT TCC AAA GGT TTG CCA GAG CGT TTT CTC GCC TAT GAA GCG TTG CTG 8 67 
Tyr Ser Lys Gly Leu Pro Glu Arg Phe Leu Ala Tyr Glu Ala Leu Leu 
270 275 280 

GAA AAA TAT CCG CAG CAT CAT GGT AAA ATT CGT TAT ACC CAG ATT GCA 915 
Glu Lys Tyr Pro Gin His His Gly Lys lie Arg Tyr Thr Gin lie Ala 
285 290 295 

CCA ACG TCG CGT GGT GAT GTG CAA GCC TAT CAG GAT ATT CGT CAT CAG 963 
Pro Thr Ser Arg Gly Asp Val Gin Ala Tyr Gin Asp lie Arg His Gin 
300 305 310 315 

CTC GAA AAT GAA GCT GGA CGA ATT AAT GGT AAA TAC GGG CAA TTA GGC 1011 
Leu Glu Asn Glu Ala Gly Arg lie Asn Gly Lys Tyr Gly Gin Leu Gly 

320 325 330 

TGG ACG CCG CTT TAT TAT TTG AAT CAG CAT TTT GAC CGT AAA TTA CTG 1059 
Trp Thr Pro Leu Tyr Tyr Leu Asn Gin His Phe Asp Arg Lys Leu Leu 
335 340 345 

ATG AAA ATA TTC CGC TAC TCT GAC GTG GGC TTA GTG ACG CCA CTG CGT 1107 
Met Lys lie Phe Arg Tyr Ser Asp Val Gly Leu Val Thr Pro Leu Arg 
350 355 360 

.C GGG ATG AAC CTG GTA GCA AAA GAG TAT GTT GCT GCT CAG GAC CCA 1155 
p Gly Met Asn Leu Val Ala Lys Glu Tyr Val Ala Ala Gin Asp Pro 
365 370 375 

fecC AAT CCG GGC GTT CTT GTT CTT TCG CAA TTT GCG GGA GCG GCA AAC 1203 
Ala Asn Pro Gly Val Leu Val Leu Ser Gin Phe Ala Gly Ala Ala Asn 
380 385 390 395 
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GAG TTA ACG TCG GCG TTA ATT GTT AAC CCC TAG GAT CGT GAG GAA GTT 12 51 
Glu Leu Thr Ser Ala Leu lie Val Asn Pro Tyr Asp Arg Asp Glu Val 
400 405 410 

GCA GCT GCG CTG GAT CGT GCA TTG ACT ATG TCG CTG GCG GAA CGT ATT 12 9 9 
Ala Ala Ala Leu Asp Arg Ala Leu Thr Met Ser Leu Ala Glu Arg lie 
415 420 425 

TCC CGT CAT GCA GAA ATG CTG GAC GTT ATC GTG AAA AAC GAT ATT AAC 13 47 
Ser Arg His Ala Glu Met Leu Asp Val lie Val Lys Asn Asp lie Asn 
430 435 440 

CAC TGG CAG GAG TGC TTC ATT AGC GAC CTA AAG CAG ATA GTT CCG CGA 139 5 
His Trp Gin Glu Cys Phe lie Ser Asp Leu Lys Gin He Val Pro Arg 
445 450 455 

AGC GCG GAA AGC CAG CAG CGC GAT AAA GTT GCT ACC TTT CCA AAG CTT 14 43 
Ser Ala Glu Ser Gin Gin Arg Asp Lys Val Ala Thr Phe Pro Lys Leu 
460 465 470 475 

GCG ^^^^ 
Ala 



(2) INFORMACION PARA EL NIS: 2: 



(I) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA : 

(A) LONGITUD: 47 6 amino^cidos 

(B) TOPOLOGIA: lineal 

(ii) TIPO DE MOLECULA: proteina 

<xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: NIS: 2: 



Met Thr Met Ser Arg 
1 5 

Asp Glu His Ala Ala 
20 

Ala Leu Lys Ala Ala 
35 

Gly Asn Glu Asp Gin 
50 

Trp Ala Ser Phe Asn 
65 

Gin Phe Ser Asn Ala 
85 

Leu Val Gin Phe Gin 
100 



Leu Val Val Val Ser 
10 

Ser Ala Gly Gly Leu 
25 

Gly Gly Leu Trp Phe 
40 

Pro Leu Lys Lys Val 
55 

Leu Ser Glu Gin Asp 
70 

Val Leu Trp Pro Ala 
90 

Arg Pro Ala Trp Asp 
105 



Asn Arg He Ala Pro Pro 
15 

Ala Val Gly He Leu Gly 
30 

Gly Trp Ser Gly Glu Thr 
45 

Lys Lys Gly Asn He Thr 
60 

Leu Asp Glu Tyr Tyr Asn 
75 80 

Phe His Tyr Arg Leu Asp 
95 

Gly Tyr Leu Arg Val Asn 
110 
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Ala Leu Leu Ala Asp Lys Leu Leu Pro Leu Leu Gin Asp Asp Asp lie 
115 120 125 

lie Trp lie His Asp Tyr His Leu Leu Pro Phe Ala His Glu Leu Arg 
130 135 140 

Lys Arg Gly Val Asn Asn Arg lie Gly Phe Phe Leu His lie Pro Phe 
145 150 155 160 

Pro Thr Pro Glu lie Phe Asn Ala Leu Pro Thr Tyr Asp Thr Leu Leu 
165 1*70 175 

Glu Gin Leu Cys Asp Tyr Asp Leu Leu Gly Phe Gin Thr Glu Asn Asp 
180 185 190 

Arg Leu Ala Phe Leu Asp Cys Leu Ser Asn Leu Thr Arg Val Thr Thr 
195 200 205 

Arg Ser Ala Lys Ser His Thr Ala Trp Gly Lys Ala Phe Arg Thr Glu 
210 215 220 

Val Tyr Pro lie Gly He Glu Pro Lys Glu He Ala Lys Gin Ala Ala 
225 230 235 240 

Gly Pro Leu Pro Pro Lys Leu Ala Gin Leu Lys Ala Glu Leu Lys Asn 
245 250 255 




Val Gin Asn He Phe Ser Val Glu Arg Leu Asp Tyr Ser Lys Gly Leu 
260 265 270 

Pro Glu Arg Phe Leu Ala Tyr Glu Ala Leu Leu Glu Lys Tyr Pro Gin 
275 280 285 

His His Gly Lys He Arg Tyr Thr Gin He Ala Pro Thr Ser Arg Gly 
290 295 300 

Asp Val Gin Ala Tyr Gin Asp He Arg His Gin Leu Glu Asn Glu Ala 
305 310 315 320 

Gly Arg He Asn Gly Lys Tyr Gly Gin Leu Gly Trp Thr Pro Leu Tyr 
325 330 335 

Tyr Leu Asn Gin His Phe Asp Arg Lys Leu Leu Met Lys He Phe Arg 
340 345 350 



Tyr Ser Asp Val Gly Leu Val Thr Pro Leu Arg Asp Gly Met Asn Leu 
355 360 365 



1 Ala Lys Glu Tyr Val Ala Ala Gin Asp Pro Ala Asn Pro Gly Val 
370 375 380 



Leu Val Leu Ser Gin Phe Ala Gly Ala Ala Asn Glu Leu Thr Ser Ala 



385 



390 



395 



400 
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Leu lie Val Asn Pro Tyr Asp Arg Asp Glu Val Ala Ala Ala Leu Asp 
405 410 415 

Arg Ala Leu Thr Met Ser Leu Ala Glu Arg lie Ser Arg His Ala Glu 
420 425 430 

Met Leu Asp Val lie Val Lys Asn Asp lie Asn His Trp Gin Glu Cys 
435 440 445 

Phe lie Ser Asp Leu Lys Gin lie Val Pro Arg Ser Ala Glu Ser Gin 
450 455 460 

Gin Arg Asp Lys Val Ala Thr Phe Pro Lys Leu Ala 
465 470 475 

(2) INFORMACION PARA EL NIS: 3: 

(i) CHARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA: 

(A) LONGITUD: 25 pares de base 

(B) TIPO: 6cido nucl6ico 

(C) TIP DE FIBRAS: sencillo 

(D) TOPOLOGIA: lineal 

(ii) TIPO DE MOLECULA: ADN {gen6mica) 



HIPOTETICO: SI 

(iii) ANTI-SENSE : NO 
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA EL NIS: 3: 
AAGCTTATGT TGCCATATAG AGTAG 2 5 

(2) INFORMACION PARA EL NIS: 4: 

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA: 

(A) LONGITUD: 2 4 pares de base 

(B) TIPO: cicido nucl6ico 

(C) TIPO DE FIBRAS: sencillo 

(D) TOPOLOGIA: lineal 

(ii) TIPO DE MOLECULA: ADN (gen6mica) 
(iii) HIPOTETICO: SI 
-SENSE: NO 

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: NIS: 4: 
!gttgcca TGGTGCAAAT GTTC 2 4 



^^taHa ^..^'^^ INFORMACION PARA EL NIS: 5: 



(iii) 
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(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA: 
(A) LONGITUD; 20 pares base 
<B) TIPO: ^cido nucl6ico 

(C) TIPO DE FIBRAS: sencillo 

(D) TOPOLOGIA: lineal 

(ii) TIPO DE MOLECULA: ADN (gen6mica) 
(iii) HIPOTETICO: SI 

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: NIS : 5: 
AGCTCTGCAG TGAGGTACCA 
(2) INFORMACION PARA EL NIS: 6: 

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA: 

(A) LONGITUD: 20 pares de base 

(B) TIPO: Acido nucl^ico 

(C) TIPO DE FIBRAS: sencillo 

(D) TOPOLOGIA: lineal 

(ii) TIPO DE MOLECULA: ADN (gen6mica) 
(iii) HIPOTETICO: SI 
<xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: NIS: 
GACGTCACTC CATGGTTCGA 



(2) INFORMACION PARA EL NIS: 7: 

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA: 

(A) LONGITUD: 24 pares de base 

(B) TIPO: ^cido nucl^ico 

(C) TIPO DE FIBRAS: sencillo 

(D) TOPOLOGIA: lineal 

(ii) TIPO DE MOLECULA: ADN (gen6mica) 
(iii) HIPOTETICO: SI 
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: NIS: 7: 
GTACCCTGCA GTGTGACCCT AGAC 

INFORMACION PARA EL NIS: 8: 

(I) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA: 

(A) LONGITUD: 21 pares de base 

(B) TIPO: ^cido nucl^ico 
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(C) TIPO DE FIBRAS: sencillo 

(D) TOPOLOGIA: lineal 

f 

(ii) TIPO DE MOLECULA: ADN (gen6mica) 
(iii) HXPOTETICO: SI 

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: NIS: 8: 

21 

TCGATTCATA GAAGCTTAGA T 

(2) INFORMACION PARA LA SECUENCIA NIS: 9: 

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA: 

(A) LONGITUD: 2207 pares de base 

(B) TIPO:6cido nucl^ico 

(C) TIPO DE FIBRAS: doble 

(D) TOPOLOGIA: lineal 

(ii) TIPO DE MOLECULA: cADN hasta mARN 

(iii) HIPOTETICO: NO 
(iii) ANTI-SENSE: NO 

(vi) FUENTE ORIGINAL: 

(A) ORGANISMO: Solanum tuberosum 

(B) STRAIN: Kardal 

(ix) CARACTERISTICA: 

(A) NOMBRE/CLAVE: CDS 

(B) SITUACION: 161,. 1906 

(ix) CARACTERISTICA: 

(A) NOMBRE/CLAVE: misc_f eature 

(B) SITUACION: 842.. 850 

(D) OTRA INFORMACION: /function- "putative 
glycosylationsite" 

(xi) DESCRIPCION DE LA SEQUENCIA: NIS: 9: 

CTTTTCTGAG TAATAACATA GGCATTGATT TTTTTTCAAT TAATAACACC TGCAAACATT 6 

CCCATTGCCG GCATTCTCTG TTCTTACAAA AAAAAACATT TTTTTGTTCA CATAAATTAG 1 

TTATGGCATC AGTATTGAAC CCTTTAACTT GTTATACAAT ATG GGT AAA GCT ATA 17 5 

Met Gly Lys Ala He 

1 5 



ATT TTT ATG ATT TTT ACT ATG TCT ATG AAT ATG ATT AAA GCT GAA ACT 22 3 
He Phe Met lie Phe Thr Met Ser Met Asn Met He Lys Ala Glu Thr 
10 15 20 
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TGC AAA TCC ATT GAT AAG GGT CCT GTA ATC CCA ACA ACC CCT TTA GTG 271 
Cys Lys Ser He Asp Lys Gly Pro Val He Pro Thr Thr Pro Leu Val 
25 30 35 

ATT TTT CTT GAA AAA GTT CAA GAA GCT GCT CTT CAA ACT TAT GGC CAT 319 
He Phe Leu Glu Lys Val Gin Glu Ala Ala Leu Gin Thr Tyr Gly His 
40 45 50 

AAA GGG TTT GAT GCT AAA CTG TTT GTT GAT ATG TCA CTG AGA GAG AGT 3 67 
Lys Gly Phe Asp Ala Lys Leu Phe Val Asp Met Ser Leu Arg Glu Ser 
55 60 65 

CTT TCA GAA ACA GTT GAA GCT TTT AAT AAG CTT CCA AGA GTT GTG AAT 415 

Leu Ser Glu Thr Val Glu Ala Phe Asn Lys Leu Pro Arg Val Val Asn 
70 75 80 85 

GGT TCA ATA TCA AAA AGT GAT TTG GAT GGT TTT ATA GGT AGT TAC TTG 4 63 
Gly Ser He Ser Lys Ser Asp Leu Asp Gly Phe He Gly Ser Tyr Leu 
90 95 100 

AGT AGT CCT GAT AAG GAT TTG GTT TAT GTT GAG CCT ATG GAT TTT GTG 511 
Ser Ser Pro Asp Lys Asp Leu Val Tyr Val Glu Pro Met Asp Phe Val 
105 HO 115 

GCT GAG CCT GAA GGC TTT TTG CCA AAG GTG AAG AAT TCT GAG GTG AGG 5 59 
Ala Glu Pro Glu Gly Phe Leu Pro Lys Val Lys Asn Ser Glu Val Arg 
120 125 130 

GCA TGG GCA TTG GAG GTG CAT TCA CTT TGG AAG AAT TTA AGT AGG AAA 607 
Ala Trp Ala Leu Glu Val His Ser Leu Trp Lys Asn Leu Ser Arg Lys 
135 140 145 

GTG GCT GAT CAT GTA TTG GAA AAA CCA GAG TTG TAT ACT TTG CTT CCA 655 
Val Ala Asp His Val Leu Glu Lys Pro Glu Leu Tyr Thr Leu Leu Pro 
150 155 160 165 

TTG AAA AAT CCA GTT ATT ATA CCG GGA TCG CGT TTT AAG GAG GTT TAT 703 
Leu Lys Asn Pro Val He He Pro Gly Ser Arg Phe Lys Glu Val Tyr 
170 175 180 

TAT TGG GAT TCT TAT TGG GTA ATA AGG GGT TTG TTA GCA AGC AAA ATG 7 51 
Tyr Trp Asp Ser Tyr Trp Val He Arg Gly Leu Leu Ala Ser Lys Met 
185 190 195 

TAT GAA ACT GCA AAA GGG ATT GTG ACT AAT CTG GTT TCT CTG ATA GAT 7 99 
Tyr Glu Thr Ala Lys Gly He Val Thr Asn Leu Val Ser Leu He Asp 
200 205 210 

TTT GGT TAT GTT CTT AAC GGT GCA AGA GCA TAC TAC AGT AAC AGA 8 47 
Phe Gly Tyr Val Leu Asn Gly Ala Arg Ala Tyr Tyr Ser Asn Arg 

215 220 225 
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AGT CAG CCT CCT GTC CTG GCC ACG ATG ATT GTT GAG ATA TTC AAT GAG 8 95 
Ser Gin Pro Pro Val Leu Ala Thr Met lie Val Asp lie Phe Asn Gin 
230 235 240 245 

ACA GGT GAT TTA AAT TTG GTT AGA AGA TCC CTT CCT GCT TTG CTC AAG ' 9 43 
Thr Gly Asp Leu Asn Leu Val Arg Arg Ser Leu Pro Ala Leu Leu Lys 
250 255 260 

GAG AAT CAT TTT TGG AAT TCA GGA ATA CAT AAG GTG ACT ATT CAA GAT 9 91 
Glu Asn His Phe Trp Asn Ser Gly lie His Lys Val Thr He Gin Asp 
265 270 275 

GCT CAG GGA TCA AAC CAC AGC TTG AGT CGG TAC TAT GCT ATG TGG AAT 10 3 9 
Ala Gin Gly Ser Asn His Ser Leu Ser Arg Tyr Tyr Ala Met Trp Asn 
280 285 290 

AAG CCC CGT CCA GAA TCG TCA ACT ATA GAG AGT GAA ACA GCT TCC GTA 10 87 
Lys Pro Arg Pro Glu Ser Ser Thr He Asp Ser Glu Thr Ala Ser Val 
295 300 305 

CTC CCA AAT ATA TGT GAA AAA AGA GAA TTA TAC CGT GAA CTG GCA TCA 1135 
Leu Pro Asn He Cys Glu Lys Arg Glu Leu Tyr Arg Glu Leu Ala Ser 
310 315 320 325 

GCT GCT GAA AGT GGA TGG GAT TTC AGT TCA AGA TGG ATG AGC AAC GGA 1183 
Ala Ala Glu Ser Gly Trp Asp Phe Ser Ser Arg Trp Met Ser Asn Gly 
330 335 340 

TCT GAT CTG ACA ACA ACT AGT ACA ACA TCA ATT CTA CCA GTT GAT TTG 12 31 
Ser Asp Leu Thr Thr Thr Ser Thr Thr Ser He Leu Pro Val Asp Leu 
345 350 355 

AAT GCA TTC CTT CTG AAG ATG GAA CTT GAC ATT GCC TTT CTA GCA AAT 127 9 
Asn Ala Phe Leu Leu Lys Met Glu Leu Asp He Ala Phe Leu Ala Asn 
360 365 370 

CTT GTT GGA GAA AGT AGC ACG GCT TCA CAT TTT ACA GAA GCT GCT CAA 1327 
Leu Val Gly Glu Ser Ser Thr Ala Ser His Phe Thr Glu Ala Ala Gin 
375 380 385 

AAT AGA CAG AAG GCT ATA AAC TGT ATC TTT TGG AAC GCA GAG ATG GGG 137 5 
Asn Arg Gin Lys Ala He Asn Cys He Phe Trp Asn Ala Glu Met Gly 
390 395 400 405 

CAA TGG CTT GAT TAC TGG CTT ACC AAC AGC GAC ACA TCT GAG GAT ATT 1423 
Gin Trp Leu Asp Tyr Trp Leu Thr Asn Ser Asp Thr Ser Glu Asp He 
410 415 420 

AAA TGG GAA GAT TTG CAC CAG AAC AAG AAG TCA TTT GCC TCT AAT 1471 
ys Trp Glu Asp Leu His Gin Asn Lys Lys Ser Phe Ala Ser Asn 
425 430 435 

TT CCG CTG TGG ACT GAA ATT TCT TGT TCA GAT AAT AAT ATC ACA 1519 
Val Pro Leu Trp Thr Glu He Ser Cys Ser Asp Asn Asn He Thr 
440 445 450 
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ACT CAG AAA GTA GTT CAA AGT CTC ATG AGC TCG GGC TTG CTT GAG CCT 15 67 
Thr Gin Lys Val Val Gin Ser Leu Met Ser Ser Gly Leu Leu Gin Pro 
455 460 465 

GCA GGG ATT GCA ATG AGO TTG TCT AAT ACT GGA CAG CAA TGG GAT TTT 1615 
Ala Gly He Ala Met Thr Leu Ser Asn Thr Gly Gin Gin Trp Asp Phe 
470 475 480 485 

CCG AAT GGT TGG CCC CCC CTT CAA CAC ATA ATC ATT GAA GGT CTC TTA 16 63 
Pro Asn Gly Trp Pro Pro Leu Gin His He He He Glu Gly Leu Leu 
490 495 500 

AGG TCT GGA CTA GAA GAG GCA AGA ACC TTA GCA AAA GAC ATT GCT ATT 1711 
Arg Ser Gly Leu Glu Glu Ala Arg Thr Leu Ala Lys Asp He Ala He 
505 510 515 

CGC TGG TTA AGA ACT AAC TAT GTG ACT TAG AAG AAA ACC GGT GCT ATG 17 59 
Arg Trp Leu Arg Thr Asn Tyr Val Thr Tyr Lys Lys Thr Gly Ala Met 
520 525 530 

TAT GAA AAA TAT GAT GTC ACA AAA TGT GGA GCA TAT GGA GGT GGT GGT 1807 
Tyr Glu Lys Tyr Asp Val Thr Lys Cys Gly Ala Tyr Gly Gly Gly Gly 
535 540 545 

GAA TAT ATG TCC CAA ACG GGT TTG GGA TGG TCA AAT GGC GTT GTA CTG 18 55 
Glu Tyr Met Ser Gin Thr Gly Phe Gly Trp Ser Asn Gly Val Val Leu 
550 555 560 565 

GCA CTT CTA GAG GAA TTT GGA TGG CCT GAA GAT TTG AAG ATT GAT TGC 19 03 
Ala Leu Leu Glu Glu Phe Gly Trp Pro Glu Asp Leu Lys He Asp Cys 
570 575 580 

TAATGAGCAA GTAGAAAAGC CAAATGAAAC ATCATTGAGT TTTATTTTCT TCTTTTGTTA 1963 

AAATAAGCTG CAATGGTTTG CTGATAGTTT ATGTTTTGTA TTACTATTTC ATAAGGTTTT 2023 

TGTACCATAT CAAGTGATAT TACCATGAAC TATGTCGTTC GGACTCTTCA AATCGGATTT 2083 

TGCAAAAATA ATGCAGTTTT GGAGAATCCG ATAACATAGA CCATGTATGG ATCTAAATTG 2143 

TAAACAGCTT ACTATATTAA GTAAAAGAAA GATGATTCCT CTGCTTTAAA AAAAAAAAAA 22 0 3 

AAAA 2207 



, ^:<^(2) INOFORMACION PARA LA SECUENCIA NIS: 10: 



(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA: 

(A) LONGITUD: 581 amino^cidos 

(B) TIPO: aminoicido 
(D) TOPOLOGIA: lineal 

(ii) TIPO DE MOLECULA: proteina 



(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: NIS: 10: 
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Met Gly Lys Ala lie lie Phe Met lie Phe Thr Met S.er Met Asn Met 
1 5 10 15 . 

lie Lys Ala Glu Thr Cys Lys Ser lie Asp Lys Gly Pro Val He Pro 
20 25 30 

Thr Thr Pro Leu Val He Phe Leu Glu Lys Val Gin Glu Ala Ala Leu 
35 40 45 

Gin Thr Tyr Gly His Lys Gly Phe Asp Ala Lys Leu Phe Val Asp Met 
50 55 60 

Ser Leu Arg Glu Ser Leu Ser Glu Thr Val Glu Ala Phe Asn Lys Leu 
65 70 75 80 

Pro Arg Val Val Asn Gly Ser He Ser Lys Ser Asp Leu Asp Gly Phe 
85 90 95 

He Gly Ser Tyr Leu Ser Ser Pro Asp Lys Asp Leu Val Tyr Val Glu 
100 105 110 

Pro Met Asp Phe Val Ala Glu Pro Glu Gly Phe Leu Pro Lys Val Lys 
115 120 125 

Asn Ser Glu Val Arg Ala Trp Ala Leu Glu Val His Ser Leu Trp Lys 
130 135 140 

Asn Leu Ser Arg Lys Val Ala Asp His Val Leu Glu Lys Pro Glu Leu 
145 150 155 160 

Tyr Thr Leu Leu Pro Leu Lys Asn Pro Val He He Pro Gly Ser Arg 
165 170 175 

Phe Lys Glu Val Tyr Tyr Trp Asp Ser Tyr Trp Val He Arg Gly Leu 
180 185 190 

Leu Ala Ser Lys Met Tyr Glu Thr Ala Lys Gly He Val Thr Asn Leu 
195 200 205 

Val Ser Leu He Asp Gin Phe Gly Tyr Val Leu Asn Gly Ala Arg Ala 
210 215 220 

Tyr Tyr Ser Asn Arg Ser Gin Pro Pro Val Leu Ala Thr Met He Val 
225 230 235 240 

Asp He Phe Asn Gin Thr Gly Asp Leu Asn Leu Val Arg Arg Ser Leu 
245 250 255 

la Leu Leu Lys Glu Asn His Phe Trp Asn Ser Gly He His Lys 
260 265 270 



fhr He Gin Asp Ala Gin Gly Ser Asn His Ser Leu Ser Arg Tyr 
^ ^ ^ XT 275 280 285 
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Tyr Ala Met Trp Asn Lys Pro Arg Pro Glu Ser Ser Thr lie Asp Ser 
290 295 300 

Glu Thr Ala Ser Val Leu Pro Asn lie Cys Glu Lys Arg Glu Leu Tyr 
305 310 315 320 

Arg Glu Leu Ala Ser Ala Ala Glu Ser Gly Trp Asp Phe Ser Ser Arg 
325 330 335 

Trp Met Ser Asn Gly Ser Asp Leu Thr Thr Thr Ser Thr Thr Ser lie 
340 345 350 

Leu Pro Val Asp Leu Asn Ala Phe Leu Leu Lys Met Glu Leu Asp lie 
355 360 365 

Ala Phe Leu Ala Asn Leu Val Gly Glu Ser Ser Thr Ala Ser His Phe 
370 375 380 

Thr Glu Ala Ala Gin Asn Arg Gin Lys Ala lie Asn Cys lie Phe Trp 
385 390 395 400 

Asn Ala Glu Met Gly Gin Trp Leu Asp Tyr Trp Leu Thr Asn Ser Asp 
405 410 415 

Thr Ser Glu Asp lie Tyr Lys Trp Glu Asp Leu His Gin Asn Lys Lys 
420 425 430 

Ser Phe Ala Ser Asn Phe Val Pro Leu Trp Thr Glu He Ser Cys Ser 
435 440 445 

Asp Asn Asn He Thr Thr Gin Lys Val Val Gin Ser Leu Met Ser Ser 
450 455 460 

Gly Leu Leu Gin Pro Ala Gly He Ala Met Thr Leu Ser Asn Thr Gly 
465 470 475 480 

Gin Gin Trp Asp Phe Pro Asn Gly Trp Pro Pro Leu Gin His He He 
485 490 495 

He Glu Gly Leu Leu Arg Ser Gly Leu Glu Glu Ala Arg Thr Leu Ala 
500 505 510 

Lys Asp He Ala He Arg Trp Leu Arg Thr Asn Tyr Val Thr Tyr Lys 
515 520 525 




Lys Thr Gly Ala Met Tyr Glu Lys Tyr Asp Val Thr Lys Cys Gly Ala 
530 535 540 



ly Gly Gly Gly Glu Tyr Met Ser Gin Thr Gly Phe Gly Trp Ser 

550 555 560 

y Val Val Leu Ala Leu Leu Glu Glu Phe Gly Trp Pro Glu Asp 

565 570 575 



Leu Lys lie Asp Cys 
580 



(2) INFORMACION PARA LA SECUENCIA: 

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA: 

(A) LONGITUD: 33 pares de base 

(B) TIPO: iicido nucl^ico 

(C) TIPO DE FIBRAS: sencillo 

(D) TOPOLOGIA: lineal 

(ii) TIPO DE MOLECULA: ADN (gen6mica) 
(ill) HIPOTETICO: SI 



(ix) CARACTERISTICA: 

(A) NOMBRE/CLAVE : modif ied_base 

(B) SITUACION: 6 

(D) OTRA INFORMACION: /mod_base=== 

(ix) CARACTERISTICA: 

(A) NOMBRE/CLAVE: modif ied_base 

(B) SITUACION: 15 

(D) OTRA INFORMACION: /mod_base= 



(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA NIS : 1 
GGYGGNMGMT TYRWNGARKT MTAYKRYTGG GAC 
(2) INFORMACION PARA LA SECUENCIA: NIS: 12: 

CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA: 

(A) LONGITUD: 26 pares de base 

(B) TIPO: ^cido nucl6ico 

(C) TIPO DE FIBRAS: sencillo 

(D) TOPOLOGIA: lineal 

TIPO DE MOLECULA: ADN (gen6mica) 
HIPOTETICO: SI 



CARACTERISTICA: 

(A) NOMBRE/CLAVE: modif ied_base 

(B) SITUACION: 3 

(D) OTRA INFORMACION: /mod_base= 

CARACTERISTICA: 

(A) NOMBRE/CLAVE: modif ied__base 

(B) SITUACION: 6 

(D) OTRA INFORMACION: /mod base= 



(ii) 
(iii) 

(ix) 
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(ix) CARACTERISTICA: 

(A) NOMBRE/CLAVE : modif ied_base 
<B) SITUACION: 9 

(D) OTRA INFORMACION: /moci__base= i 

(ix) CARACTERISTICA: 

(A) NOMBRE/CLAVE: modif ied_base 

(B) SITUACION: 12 

(D) OTRA INFORMACION: /mod_base= i 

(ix) CARACTERISTICA: 

(A) NOMBRE/CLAVE: modif ied_ba 36 

(B) SITUACION: 15 

(D) OTRA INFORMACION: /mod_base= i 

( ix ) CARACTERI ST ICA : 

(A) NOMBRE/CLAVE: modif ied__base 

(B) SITUACION: 21 

(D) OTRA INFORMACION: /mod_ba3e= i 
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA NTS: 12: 
GTNCCNGGNG GNCGNTTYRW NGARKT 

(2) INFORMACION PARA LA SECUENCIA: NIS : 13: 

CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA: 

(A) LONGITUD: 26 pares de base 

(B) TIPO: ^cido nucl6ico 

(C) TIPO DE FIBRAS: sencillo 

(D) TOPOLOGIA: lineal 

TIPO DE MOLECULA: ADN (gen6mica) 
HIPOTETICO: SI 

CARACTERISTICA: 

(A) NOMBRE/CLAVE: modif ied__base 

(B) SITUACION: 3 

(D) OTRA INFORMACION: /mod_base= i 

CARACTERISTICA: 

(A) NOMBRE/CLAVE: modif ied_base 

(B) SITUACION: 9 

(D) OTRA INFORMACION: /mod_base'= i 

CARACTERISTICA: 

(A) NOMBRE/CLAVE: modif ied_base 

(B) SITUACION: 12 

(D) OTRA INFORMACION: /mod_base= i 

CARACTERISTICA: 

(A) NOMBRE/CLAVE: modif ied_base 

(B) SITUACION: 15 



(i) 



(ii) 
(iii) 
(ix) 

(ix) 




(ix) 



ix) 
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(D) OTRA INFORMACION: /mod_base=^ i 

(ix) CARACTERISTICA: 

(A) NOMBRE / CLAVE : modif ied_ba3e 

(B) SITUACION: 18 

(D) OTRA INFORMACION: /mod_base= i 



(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: NIS : 13: 
GGNGGYTGNS WNCGNYRNAG RTARTA 

(2) INFORMACION PARA LA SECUENCIA NIS: 14: 

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA: 
<A) LONGITUD: 24 pares de base 

(B) TIPO: nucleic acid 

(C) TIPO DE FIBRAS: sencillo 
<D) TOPOLOGIA: lineal 

(ii) TIPO DE MOLECULA: ADN (gen6inica) 

(iii) HIPOTETICO: SI 



( ix) CHARACTERISTICA : 

<A) NOMBRE/CLAVE : modif ied_base 
(B) SITUACION: 1 

(D) OTRA INFORMACION: /mod_base= i 

(ix) CHARACTERISTICA: 

(A) NOMBRE/CLAVE: modif ied_base 

(B) SITUACION: 7 

(D) OTRA INFORMACION: /mod_ba3e= i 

(ix) CHARACTERISTICA: 

(A) NOMBRE/CLAVE: modif ied__base 

(B) SITUACION: 19 

(D) OTRA INFORMACION: /mod_base== i 

( ix) CHARACTERISTICA : 

(A) NOMBRE/CLAVE: modif ied_base 

(B) SITUACION: 22 

(D) OTRA INFORMACION: /mod_base= i 



(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: NIS: 14: 

£:rttnryc catccraanc cntc 
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REIVINDICACIONES 

1. procedimiento para producir trehalosa en las c^lulas de las plantas 
capaces de producir trehalasa por el crecimiento de las c^lulas de las plant.as 
teniendo la informaci6n gen^tica necesaria para la producci6n de trehalosa y 
trehalasa, o cultivando una planta o parte de la misma que incluya dichas 
celulas vegetales, carazterizado porque dichas celulas de la planta son 
cultivadas, o dicha planta o parte de la planta, es cultivada en la presencia 
de un inhibidor de la trehalasa. 

2. Procedimiento segun la reivindicaci6n 1, carazterizado porque dichas 
celulas de la planta ban sido alteradas gen^t icamente para que asi contengan 
un gen de sintasa de fosfato de trehalosa cjuimerico en forma expresible de la 
planta, pref eriblemente carazterizado porque el gen de sintasa de fosfato de 
trehalosa incluye un marco de lectura abierta que codifica la sintasa de 
fosfato de trehalosa de la E. Coli en una forma expresible de la planta, mas 
pref erentemente carazterizado porque el marco de lectura abierta que codifica 
la sintasa de fosfato de trehalosa de la E, Coli es bajada del activador CaMV 
35S ARN del activador del patatin de la patata . 

3. Procedimiento segun las reivindicaciones 1 o 2, carazterizado porque se 
cultiva la planta de Solanum tuberosum, pref erentemente carazterizado porque 
dicha planta tiene micro- tuberculos . 

4. Procedimiento segun la reivindicacion 3, carazterizado porque dicha 
planta se cultiva in vitro. 

5. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a la 4, 
carazterizado porque el mencionado inhibidor de la trehalasa incluye la 
validamicina A en una forma adecuada para la absorci6n por dichas celulas de 
la planta, dicha planta, o una parte de la misma, pref erentemente carazterizado 
porque la concentraci6n de validamicina A est^ entre 100 nM y 10 nm, mas 
pref erentemente entre 0,1 y l nm, en soluci6n acuosa . 

6. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a la 4, 
carazterizado porque dicho inhibidor de la trehalasa incluye la proteina 86kD 
de la cucaracha (Periplaneta amerlcana) en una forma adecuada para la absorcion 
por dichas celulas de la planta, dicha planta, o una parte de la misma. 

7. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a la 4, 
carazterizado porque dichas celulas de la planta han sido alteradas genetica- 
mente para contener la informacion gen^tica para un inhibidor de la trehalasa, 
pref erentemente carazterizado porque el inhibidor de la trehalasa es el gen en 
sentido opuesto al gen que codifica la informaci6n para la trehalasa o 
carazterizado porque el inhibidor de la trehalasa es la proteina 86kD de la 
cucaracha americana (Periplaneta americana) , 

8. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a la 7, 
carazterizado porque una planta, o una parte de la misma, acumula trehalosa en 
cantidades superiores a 0,01% (peso fresco). 

Una planta, o una parte de dicha planta, o celulas de la planta, que se 
eden obtener por un proceso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a la 
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8 la cual contiene trehaloaa en cantidades superiores a 0,01% (peso en 
fresco) preferentemente carazterizado porque dicha planta, o una parte de la 
misma as de la especie Solanaceae. mas preferentemente Solanum tuberosum o 

Nicotians tahacum, 

10. una parte de la planta segun la reivindicaci6n 9, la cual es un tuberculo 
o un micro- tuberculo . 

11. TubSrculos o micro- tuberculos de. Solanum tuberosum que contienen 

Urehalosa . - , • ^ ■ — o 

12. El uso de una planta, o parte de la planta, segun la rexvxndxcacxon 9 

para extraer trehalosa. 

13 El uso de una planta, o parte de la planta, segun la reivindicacxon 9 en 
un proceso de extracci6n forzosa de agua de dicha planta o parte de la planta. 

14 una planta segun la reivindicaci6n 9, la cual tiene una tolerancxa a la 
tensi6n en aumento, preferentemente tolerancia a la sequia que crece . 

15 un gen expresible de la planta quimerica que incluye en la secuencia una 
regi6n de iniciaci6n de la transcripci6n que se obtiene de un gen, preferente- 
mente expresado en una parte de la planta, particularmente el gen patatxn de 
Solanun, tuberosum, un Indice de 5' sin traducir, un marco de lectura abxerta 
codificando una actividad de sintasa de fosfato de trehalosa, y hacia abaao del 
mencionado marco de lectura abierta una region del terminador transcripcxonal . 
preferentemente carazterizado porque dicha regi6n del terminador transcrxpcxo- 

se'puede obtener del gen inhibidor II de la proteinasa de Solanu.. tuberosum 

16. un vector que incluye un gen expresible de la planta quimerica segun la 

reivindicacion 15. . ^ . - i^ 

17. un genoma de planta recomtainante que incluye un gen quimSrxco segun la 

reivindicacion 16 . . . • 

18. una celula de planta que tiene un genoma recombinante segun la rexv;,.ndx- 

cacion 17. .,^-11^^ 
19 una planta o una parte de la misma, que consiste esencxalmente de celulas 
segun la reivindicaci6n 18, carazterizado porque dicha planta es Solanum 

20. una planta o una parte de la misma, segun la reivindicacion 19, la cual 
es un tuberculo o un micro- tuberculo . 

21 Procedimiento para obtener trehalosa, incluyendo los pasos de crecxmxento 
de'las celulas de la planta segun la reivindicaci6n 18, o cultivando una planta 
segun la reivindicaci6n 19, o cultivando una parte de la planta segun 
cualquiera de las reivindicaciones 19 o 20, extrayendo trehalosa de dxchas 
celulas de la planta, de la planta o partes de la misma. 

22 Procedimiento para obtener trehalosa, incluyendo los pasos de produccxon 
de' trehalosa en las celulas de la planta, una planta o una parte de la mxsma, 

egun un proceso de cualquiera de las reivindicaciones de la 1 a la 8 y 
arar o extraer trehalosa de dichas celulas de la planta, de la planta o 
tes de la misma. 
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COMPENDIO 

La invenci6n proporciona un procedimiento para producir trehalosa 
en las celulas de las plantas capaces de producir trehalasa cultivando c^lulas 
de las plantas que tengan la informaci6n gen^tica necesaria para la producci6n 

5 de trehalosa y trehalasa, o cultivando una planta o una parte de dicha planta 
que incluya dichas celulas de la planta, con la caracteristica de que dichas 
celulas de la planta son cultivadas, o dicha planta o parte de la planta, es 
cultivada en la presencia de un inhibidor de la trehalasa. 
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Figure 4 



